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Meiner Familie.
In irgendeinem abgelegenen Winkel des in zahllosen Sonnensystemen
flimmernd ausgegossenen Weltalls gab es einmal ein Gestirn, auf dem
kluge Tiere das Erkennen erfanden. Es war die hochmütigste und verlo-
genste Minute der „Weltgeschichte“: aber doch nur eine Minute. Nach
wenigen Atemzügen der Natur erstarrte das Gestirn, und die klugen
Tiere mussten sterben. - So könnte jemand eine Fabel erfinden und wür-
de doch nicht genügend illustriert haben, wie kläglich, wie schattenhaft
und flüchtig, wie zwecklos und beliebig sich der menschliche Intellekt
innerhalb der Natur ausnimmt; es gab Ewigkeiten, in denen er nicht
war; und wenn es wieder mit ihm vorbei ist, wird sich nichts begeben
haben. Denn es gibt für jenen Intellekt keine weitere Mission, die über
das Menschenleben hinausführte. Sondern menschlich ist er, und nur
sein Besitzer und Erzeuger nimmt ihn so pathetisch, als ob die Angeln
der Welt sich in ihm drehten. Könnten wir uns aber mit der Mücke ver-
ständigen, so würden wir vernehmen, dass auch sie mit diesem Pathos
durch die Luft schwimmt und in sich das fliegende Zentrum dieser Welt
fühlt.
Friedrich Nietzsche
Über Wahrheit und Lüge im außermoralischen Sinne (1873)
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1 Einleitung
1 Einleitung
1.1 Das humane Wachstumshormon (GH)
1.1.1 Molekularbiologie
Wachstumshormon (growth hormone, GH) ist ein einkettiges, nicht
glykosyliertes Peptidhormon bestehend aus 191 Aminosäuren, welches
hauptsächlich in den somatotropen Zellen des Hypophysenvorderlap-
pens gebildet wird. Die Sekretion von GH erfolgt pulsatil mit etwa
4-8 Sekretionsepisoden pro Tag in einem zirkadianen Rhythmus, wobei
die höchsten GH-Konzentrationen in der Schlafphase erreicht werden
(Löffler et al. 2007, S. 885-888).
Das GH-1(GH-N)-Gen ist zusammen mit den Genen, die das huma-
ne Chorionsomatomammotropin (hCS) kodieren und dem GH-2-Gen
(GH-V), welches nur in der Plazenta exprimiert wird, auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 17 lokalisiert (Sobrier et al. 1993). Als Genpro-
dukte des GH-1-Gens, welches zum großen Teil in den somatotropen
Zellen des Hypophysenvorderlappens exprimiert wird, enstehen zu 90%
Wachstumshormon mit einem Molekulargewicht von 22 kD und zu 10%
eine Proteinvariante von 20 kD durch alternatives Spleißen (Nawroth
& Ziegler 2001, S. 3-7; Sobrier et al. 1993).
Wachstumshormon weist eine Halbwertszeit im Serum von ca. 20-25 Mi-
nuten auf und wird im Blut zu 60% an spezifische Proteine (GH binden-
de Proteine, GHBP) gebunden, die dem extrazellulären Teil des mem-
brangebundenen Wachstumshormon-Rezeptors (GHR) entsprechen
(Löffler et al. 2007, S. 885-888; Nawroth & Ziegler 2001, S. 3-
7). Die Konzentration von zirkulierendem GH im Blut ist abhängig
vom Lebensalter: die höchsten Werte zeigen Feten und Neugebore-
ne. Bis zum Beginn der Pubertät werden nur niedrige GH-Werte im
Blut gemessen, die dann infolge erhöhter Zahl und erhöhter Amplitude
der Sekretionsepisoden wieder ansteigen. Mit dem Alter sinkt die GH-
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Sekretion erneut ab (siehe auch Abbildung 1) (Löffler et al. 2007, S.
885-888).
Abb. 1: Tägliche GH-Sekretionsrate in Abhängigkeit vom Alter (Nawroth &
Ziegler 2001, S. 5)
1.1.2 Regulationsmechanismen der GH-Freisetzung
Bildung und Freisetzung von GH werden über ein komplexes System
mit stimulierenden und inhibierenden Faktoren gesteuert, die durch
Rückkopplungsprozesse reguliert werden und nun im Folgenden be-
schrieben werden. Zur graphischen Veranschaulichung siehe auch Ab-
bildung 2.
GHRH Der wichtigste Stimulus der Wachstumshormon-Freisetzung
ist das aus dem Hypothalamus stammende growth hormone releasing
hormone (GHRH). Dieses aus 44 Aminosäuren bestehende Peptidhor-
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Freisetzung von GH durch Aktivierung der Proteinkinase 
A sowie der Phospholipase C stimuliert. Für die GH-Syn-
these und Freisetzung ist ein basaler Tonus von Cortisol 
und Schilddrüsenhormonen erforderlich. Die GHRH-Pro-
duktion im Hypothalamus wird durch E-adrenerge Signale 
gehemmt, durch Schlaf, serotonerge, dopaminerge sowie 
D-adrenerge Signale stimuliert. 4–8 GH-Pulse werden über 
einen Tag beobachtet mit Steigerung nach Beginn des 
Schlafs. GH-Konzentrationen zeigen eine starke Abhängig-
keit vom Lebensalter. Höchste Werte finden sich beim Fetus 
und Neugeborenen. Bis zur Pubertät werden nur niedrige 
GH-Konzentrationen beobachtet, bis dann wieder die Puls-
zahl und Pulshöhe zunehmen. Im Alter sinken die GH-Se-
kretion und GH-Spiegel wieder ab.
!Die GH-Freisetzung wird außer durch das hypopthala-
mische Neuropeptid GHRH durch das von der Magen-
mukosa sezernierte Hormon Ghrelin stimuliert und von 
Somatostatin gehemmt.
Vor Kurzem wurde ein zweiter wichtiger Stimulus der GH-
Freisetzung identifiziert, das Hormon Ghrelin, welches von 
neuroendokrin aktiven oxyntischen Zellen der Magenmu-
kosa produziert und ins Blut sezerniert wird (. Abb. 27.39). 
Das nur in sehr niedrigen femtomolaren Konzentrationen 
im Serum zirkulierende Ghrelin ist ein aus 28 Aminosäuren 
bestehendes Peptidhormon, das, in der Endokrinologie bis-
her einmalig, als posttranslationale Modifikation am Seryl-
rest 3 mit Octanoat verestert ist. Diese Octanoylierung 
ist essentiell für die biologische Wirkung am Ghrelinrezep-
tor. Die Ghrelin-Signalübertragung erfolgt über den G-Pro-
tein gekoppelten heptahelicalen GH-Sekretagogrezeptor 
(GHSR) durch Stimulation der Phospholipase Cβ. Ghrelin 
ist ein stärkerer GH-Stimulator als GHRH und wirkt über 
Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration auf 
die GH-Sekretion.
Ghrelin wird antizipatorisch bereits vor der Nahrungs-
aufnahme sezerniert und beeinflusst die hypothalamischen 
Neuropeptid Y produzierenden Neurone. Ghrelin hat einen 
diabetogenen Effekt auf den Kohlenhydratstoffwechsel so-
wie verschiedene andere Wirkungen (Vasodilatation, posi-
tiv inotrop am Herzen, Wirkung auf die Prolactin- und 
ACTH-Freisetzung).
!Aus dem Ghrelinvorläufer wird auch ein Ghrelin Anta-
gonist, Obestatin, alternativ gebildet.
In der Magenmukosa wird aus dem Ghrelinvorläufer ein 
weiteres Hormon durch alternative posttranslationale Pro-
zessierung gebildet, Obestatin, das die Nahrungsaufnahme 
hemmt. Das neue Sättigungshormon Obestatin, ein vom 
Magen sezerniertes 23 Aminosäuren langes Peptid, das sei-
ne Bezeichnung vom lateinischen obedere (verschlingen) 
und statin (unterdrücken) erhielt, bewirkt über Bindung an 
seinen G-Protein gekoppelten heptahelicalen Rezeptor 
GPR39 im Hypothalamus eine Verringerung der Nah-
rungsaufnahme im Gegensatz zu Ghrelin, das appetitanre-
gend wirkt. Somit wird durch alternatives Spleißen aus 
einem Gen ein antagonistisches Peptidpaar gebildet (. Abb. 
27.39), wobei die Regulation der Bildung dieser antagonis-
tischen Peptidhormone aus einem Vorläufer noch unbe-
kannt ist.
!Hypothalamisches Somatostatin ist der wichtigste 
Antagonist der GH Wirkung.
. Abb. 27.39. Bildung von Ghrelin und Obestatin aus Prä-Pro-
ghrelin in Mukosazellen des Magens. Aus Prä-Proghrelin werden 
durch alternative posttranslationale Prozessierung Ghrelin bzw. Obe-
statin gebildet, die antagonisch auf die Appetitregulation wirken
. Abb. 27.38. Regulation der Sekretion von Wachstumshormon. 
Wachstumshormon (GH) wird vom Hypophysenvorderlappen synthe-
tisiert und sezerniert. Das hypothalamische Peptid GHRH sowie das 
von der Magenmukosa gebildete Ghrelin stimulieren diesen Vorgang. 
GH löst in verschiedenen Geweben, v.a. in der Leber, die Sekretion 
von IGF-1 und IGF-2 aus. Diese sind neben Somatostatin die wichtigs-
ten Inhibitoren der GHRH- und GH-Sekretion. (Weitere Einzelheiten 
7 Text)
Abb. 2: Regulation der Wachstumshormon-Freisetzung (Löffler et al. 2007, S.
886)
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mon wird dort in den neuroendokrinen Zellen des Nucleus arcuatus und
des ventromedialen Nucleus synthetisiert und erreicht die Adenohypo-
physe über den hypothalamo-hypophysären Portalkreislauf (Löffler
et al. 2007, S. 885-888; Nawroth & Ziegler 2001, S. 3-7). Nach Bin-
dung von GHRH an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor und Ak-
tivierung einer über cAMP vermittelten intrazellulären Signalkaskade
erfolgt die Synthese und Sekretion von Wachstumshormon (Löffler
et al. 2007, S. 885-888).
Ghrelin Seit längerem ist nun auch weiterer wichtiger Stimulus der
GH-Ausschüttung bekannt: das Peptidhormon Ghrelin, das in den oxyn-
tischen Zellen der Magenmukosa gebildet wird (Kojima et al. 1999;
Löffler et al. 2007, S. 885-888). Neben diesem Hauptsyntheseort wird
das Ghrelin-Gen auch in Neuronen der Hypophyse und des Hypotha-
lamus exprimiert (Feng et al. 2011; Yakabi et al. 2010). Die Signal-
übertragung von Ghrelin erfolgt über einen G-Protein gekoppelten GH-
Sekretagogrezeptor (GHS-R) (Löffler et al. 2007, S. 885-888). Durch
Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration fördert es bei Hun-
gerzuständen oder bei Schlafmangel nicht nur die GH-Sekretion in der
Adenohypophyse, sondern auch die GHRH-Freisetzung im Hypothala-
mus (Feng et al. 2011). Es beeinflusst die Neuropeptid Y bildenden
Zellen des Hypothalamus und fördert so die Nahrungsaufnahme. Aus
dem Vorläufermolekül von Ghrelin entsteht in der Magenmukosa durch
alternative posttranslationale Prozessierung noch ein weiteres Peptid-
hormon, Obestatin, welches im Gegensatz zu Ghrelin die Nahrungs-
aufnahme hemmt und die GH-Freisetzung durch Ghrelin antagonisiert
(Feng et al. 2011; Löffler et al. 2007, S. 885-888).
Somatostatin Der wichtigste Inhibitor der GH-Sekretion ist
GH-Release-Inhibiting-Hormon (GHRIH) (Syn.: Somatostatin), ein Pep-
tid bestehend aus 14 Aminosäuren, welches von Neuronen der periven-
10
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trikulären Region des Hypothalamus synthetisiert wird (Nawroth &
Ziegler 2001, S. 3-7). Auch in den Inselzellen des endokrinen Pan-
kreas sowie im Gastrointestinaltrakt wird Somatostatin gebildet. Die
Wirkung von Somatostatin erfolgt über einen G-Protein gekoppelten
Rezeptor, dessen Aktivierung eine Hemmung der Adenylatcyklase aus-
löst (Löffler et al. 2007, S. 885-888; Nawroth & Ziegler 2001, S.
3-7).
Die Bildung und Sekretion von GHRH, Ghrelin und Somatostatin wird
von einem komplexen System von Neurotransmittern im Hypothala-
mus reguliert (Löffler et al. 2007, S. 885-888). So stimulieren dopa-
minerge, serotonerge und α-adrenerge Signale die GH-Synthese, ebenso
wie Schlafmangel, Hypoglykämie und Stress, während β-adrenerge Sub-
stanzen und Hyperglykämie die Freisetzung von GH hemmen (Löff-
ler et al. 2007, S. 885-888; Moller et al. 1995). Die GH-Sekretion
wiederum steigert zum einen die Freisetzung von Somatostatin, welches
die GH-Sekretion beeinflusst, und hemmt zum anderen durch negati-
ve Rückkopplung die Freisetzung von GHRH und GH (Löffler et al.
2007, S. 885-888; Nawroth & Ziegler 2001, S. 3-7).
1.1.3 IGF-1
IGF-1, ein einkettiges basisches Peptid, bestehend aus 70 Aminosäuren,
welches strukturelle Ähnlichkeit zu Proinsulin aufweist, ist der wich-
tigste Mediator der GH-Wirkung und wird hauptsächlich in der Leber,
aber auch lokal in vielen anderen Geweben gebildet. IGF-1 entfacht sei-
ne Wirkung über einen tetrameren, membranständigen Rezeptor (IGF-
1-Rezeptor), der, wie der Insulinrezeptor, aus zwei unterschiedlichen α-
und β-Untereinheiten aufgebaut ist. Nach Bindung eines IGF-1 Mo-
leküls an die α-Untereinheit erfolgt die Aktivierung der intrazellulä-
ren Signalkaskade durch die Tyrosinkinaseaktivität der β-Untereinheit
(Löffler et al. 2007, S. 885-888). Im Blut liegt IGF-1 zum größten Teil
an Proteine (IGF-Bindeprotroteine, IGFBP) gebunden vor, von denen
11
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bislang 6 verschiedene (IGFBP 1-6) bekannt sind, die sich in ihrer che-
mischen Struktur ähneln (Micutkova et al. 2012; Nawroth & Zieg-
ler 2001, S. 3-7; Patil et al. 2012). Sie verlängern die Halbwertszeit
von IGF-1, welches hauptsächlich an das in Leber gebildeten IGFBP-3
gebunden wird (Mak et al. 2008; Nawroth & Ziegler 2001, S. 3-7).
Die Synthese der Bindeproteine wird durch GH und IGF-1 reguliert.
Über negative Rückkopplung hemmt IGF-1 die GHRH-Sekretion im
Hypothalamus sowie die GH-Sekretion in der Hypophyse.
1.1.4 Wirkungsprofil von GH
Die Wirkungen des Wachstumshormons auf das Gewebe erfolgt nach
Bindung an den GH-Rezeptor (siehe Abschnitt 1.2) entweder direkt
über GH selbst oder indirekt über Insulin like growth factor 1 (IGF-1).
GH und IGF-1 beeinflussen eine Vielzahl von Organsystemen und Ge-
weben. Sie sind essentiell für das Längenwachstum durch Stimulation
der Proliferation und Funktion von Chondrozyten und Osteoblasten, sie
beeinflussen Immunzellen und kognitive Funktionen (Isaksson et al.
1985; Long et al. 2011; Nawroth & Ziegler 2001, S. 3-7). Außerdem
haben sie auch Einfluss auf den Wasser- und Elektrolythaushalt: GH
führt über noch nicht geklärte Mechanismen zu einer Retention von Na-
trium und Wasser und erhöht gleichzeitig die glomeruläre Filtrations-
rate (Dimke et al. 2007; Grunenwald et al. 2011; Nawroth & Zieg-
ler 2001, S. 3-7). Vermutlich übt GH einen über bislang unbekannte
Mediatoren vermittelten, stimulierenden Effekt auf den Na+/K+/2Cl−-
Cotransporter am dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife aus und
steigert dadurch die Wasser-und Elektrolytreabsorption (Dimke et al.
2007). Demnach findet sich bei Patienten mit Mangel an Wachstums-
hormon eine Verminderung der extrazellulären Flüssigkeitsmenge, wäh-
rend bei solchen Patienten, die erhöhte GH-Konzentrationen im Serum
aufweisen, wie zum Beispiel im Falle einer Akromegalie, das extrazel-
luläre Volumen erhöht ist (Dimke et al. 2007; Nawroth & Ziegler
12
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Tab. 1: Metabolische Effekte von GH und IGF-1 (Nawroth & Ziegler 2001, S.
6)
GH IGF-1
IGF-1 ↑ GH ↓
IGFBP3 ↑ IGFBP3 ↓
Insulin ↑ Insulin ↓
Insulinsensivität ↓ Insulinsensivität ↑
Glucose ↑ Glucose ↓
Glucosetoleranz ↓
Lipolyse ↑ Lipolyse ↑
2001, S. 3-7). Eine essentielle Rolle spielen GH und IGF-1 auch in ih-
rem Einfluss auf den Metabolismus, der im Folgenden näher erläutert
wird.
Wirkung auf Glucose-, Fett- und Proteinstoffwechsel GH selbst hat
eine direkte insulinantagonistische Wirkung: es fördert die hepatische
Gluconeogenese, die Fettmobilisierung durch Lipolyse und Ketogene-
se und hemmt die Aufnahme von Glucose in Muskel- und Fettgewebe
(Davidson 1987;Moller et al. 1995). Somit führt es zu erhöhten Kon-
zentrationen von Glucose und freien Fettsäuren im Blut. Es fördert als
anaboles Hormon die Aufnahme von Aminosäuren und die Proteinbio-
synthese in den meisten Geweben, insbesondere im Muskelgewebe sowie
die Aufnahme von freien Fettsäuren und die Lipidoxidation durch Sti-
mulation der Lipoproteinlipase (Moller et al. 1995). GH aktiviert die
Proliferation von Vorläuferzellen der Adipozyten (Nawroth & Zieg-
ler 2001, S. 3-7). Dem gegenüber stehen die indirekten, insulinähnli-
chen Effekte von IGF-1, die in Tabelle 1 veranschaulicht sind.
13
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1.2 Wachstumshormon-Rezeptor
Um seine Wirkung auf die Zielzellen zu entfalten, bindet GH an einen
membranständigen GH-Rezeptor. Dieser gehört der Familie der Zy-
tokinrezeptoren an, ebenso wie die Rezeptoren für Prolaktin, Erythro-
poetin, Interleukin 2-7 und Interferone (Bazan 1990; Derr et al. 2011;
Sobrier et al. 1993). Das Rezeptorprotein ist ein integrales Molekül
der Zellmembran und besteht aus einer extrazellulären (246 AS), einer
transmembranen (24 AS) und einer intrazellulären Domäne (350 AS),
die mit der intrazellulären Signalkaskade assoziiert ist (Derr et al.
2011; Godowski et al. 1989; Nawroth & Ziegler 2001, S. 3-7). Die
extrazelluläre Domäne kann durch Proteolyse abgespalten werden, in
dieser Form als Bindeprotein (GHBP) im Serum zirkulieren und GH
mit hoher Affinität binden (Leung et al. 1987; Nawroth & Ziegler
2001, S. 3-7). Die GH-Bindung an GHBP erfolgt reversibel, verlängert
die Halbwertszeit von GH und dient wahrscheinlich dem Transport des
Hormons zu den Zielzellen.
Die Signaltransduktion (siehe auch Abbildung 3) verläuft in zwei Schrit-
ten: zunächst bindet GH mit einer hochaffinen Bindungsstelle an die ex-
trazelluläre Domäne des Rezeptors. Nun erfolgt eine Rezeptordimerisie-
rung, indem ein weiteres Rezeptormolekül mit einer anderen Bindungs-
stelle des gebundenen GH-Moleküls assoziiert wird (de Vos et al. 1992;
Löffler et al. 2007, S. 885-888). Die Rezeptordimerisierung ist essen-
tiell für die nun erfolgende Aktivierung des Rezeptorkomplexes durch
eine Tyrosinkinase JAK2, die an den Rezeptor gekoppelt ist und des-
sen Tyrosin-Reste phoshorylisiert (Derr et al. 2011;Duquesnoy et al.
1994; Nawroth & Ziegler 2001, S. 3-7). Neuere Studien vermuten je-
doch, dass GHR bereits auf der Zelloberfläche als Homodimer vorliegt,
wobei jedes Rezeptormolekül mit einer JAK2-Tyrosinkinase assoziiert
ist und die GH-Bindung an den Rezeptor eine Konformationsänderung
auslöst, die das Homodimer stabilisiert und die JAK2-Tyrosinkinase
aktiviert (Derr et al. 2011; Rosenfeld et al. 2007). Die phospho-
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rylisierten Tyrosinreste der intrazellulären Rezeptordomänen dienen
wahrscheinlich als Andockstellen für die zytosolischen Komponenten
der Signaltransduktion (Rosenfeld et al. 2007). Bislang sind drei
verschiedene Signalwege bekannt, die bei der Signaltransduktion des
GH-GHR-Komplexes involviert sind: STAT (signal transducer and ac-
tivator of transcription), MAPK/ERK (mitogen-activated protein kina-
se, extracellular-signal-related kinase), sowie PI3K (phosphoinositide-3
kinase) Signalwege (Derr et al. 2011). Auf diese Weise wird eine Si-
gnalkaskade in Gang gesetzt, gefolgt von der Aktivierung von Genen,
die durch GH reguliert werden, wie z. B. IGF-1, IGF-2, c-fos und c-jun
(Dos Santos et al. 2004; Gurland et al. 1990; Rosenfeld et al.
2007).
Abb. 3: Signaltransduktion des GH-Rezeptors (Rosenfeld et al. 2007)
Die Bedeutung des GH-Rezeptors für das Längenwachstum wurde u.a.
durch Amselem et al. beschrieben. Dem Laron-Syndrom, einer autosomal-
rezessiv vererbten Erkrankung, die mit Kleinwuchs einhergeht, liegt ei-
ne periphere Resistenz gegenüber GH zugrunde, die auf verschiedene
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Mutationen im GH-Rezeptor-Gen beruht (Amselem et al. 1991). Die
Patienten weisen hohe Konzentrationen von GH im Serum und niedrige
Werte von IGF-1 auf (Godowski et al. 1989; Rosenfeld et al. 2007).
Das GH-Rezeptor-Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 5
(p13.1-p12) lokalisiert und umfasst 9 kodierende Exons (Exon 2-10)
und verschiedene nicht-kodierende Exons (Meyer et al. 2009). Exon 2
kodiert das Signalpeptid, Exon 3-7 kodieren die extrazelluläre Domäne,
Exon 8 die transmembrane Domäne und Exon 9 und 10 die intrazellu-
läre Domäne (de Graaff et al. 2008; Derr et al. 2011; Godowski
et al. 1989).
1.3 GH-Rezeptor-Exon 3-Deletion
1.3.1 Struktur, Expression
Godowski et al., die die Struktur des GHR-Gens zunächst von Ge-
sunden und schließlich von Patienten mit Laron-Syndrom untersuch-
ten, konnten mit ihrer Arbeit zeigen, dass es verschiedene Klone von
GHR-cDNA gibt, die im Hinblick auf die Sequenz der kodierende Re-
gion voneinander abweichen. So beschrieben sie auch eine Isoform von
GHR, die sich durch das Fehlen der Sequenz von Exon 3 von der Iso-
form mit normaler Rezeptorlänge, GHRfl (fl= full length), unterschei-
det (Godowski et al. 1989).
Auch in anderen Studien wurde eine Deletion von Exon 3 im GH-
Rezeptor, GHRd3, beschrieben: Urbanek et al. zum Beispiel isolierten
aus einer cDNA-Bank von plazentären Gewebe zwei verschiedene GHR-
cDNA-Klone, deren Strukturen sie mittels Restriktionsverdau und ge-
zielter Sequenzierung analysierten und deren kodierende Regionen sie
mittels RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) un-
ter Verwendung von 4 verschiedenen Primern untersuchten. Aufgrund
ihrer Ergebnisse gingen sie davon aus, dass das GHR-Transkript mit
Deletion von Exon 3 (GHRd3) infolge alternativen Spleißens entsteht
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und gewebeabängig exprimiert wird: sie fanden in den Plazentavil-
li GHRd3-mRNA als einzige Isoform, während sie in der Leber nur
GHRfl-mRNA und in den Leptomeningen beide Isoformen gleichzeitig
nachweisen konnten (Urbanek et al. 1992).
Andere Studien jedoch kamen zu dem Ergebnis, dass die Expression der
beiden Isoformen für jedes Individuum spezifisch zu sein scheint und
die verschiedenen Gewebe eines Individuums dasselbe Expressionsmu-
ster aufweisen (Zogopoulos et al. 1996). Dies konnten auch Wickel-
gren et al. zeigen, die mittels RT-PCR die GHR-mRNA verschiedener
Gewebe von gesunden Probanden und Patienten mit Akromegalie ana-
lysierten und miteinander verglichen (Wickelgren et al. 1995). Das
Expressionsmuster eines bestimmten Gewebes unterschied sich dem-
nach von Proband zu Proband. Zogopoulos et al. konnten anhand
Langzeitkulturen von fetalen dermalen Fibroblasten eine Aufrechter-
haltung des Expressionsmusters beobachten (Zogopoulos et al. 1996).
Pantel et al. trugen wesentlich zur Aufklärung der Struktur des
GHRd3-Allels bei: Ihnen gelang es zunächst mittels Inverser PCR, einen
DNA-Abschnitt von Probanden, die allein GHRfl-mRNA exprimierten,
zu amplifizieren, welcher die Exon 3 umfassende Region einschließt. Ein
6.8 kb-Fragment konnte isoliert werden, das anschließend sequenziert
wurde. Auf diese Weise entdeckten sie 2 konstante Elemente bestehend
aus je 251 Basenpaaren (bp), die Exon 3 flankieren und aus einem LTR-
(long terminal repeat)-Fragment (171bp) eines humanen Retrovirus der
HERV P-Familie aufgebaut sind. Die Sequenzen dieser beiden je 251
bp umfassenden Repeat-Elemente, ein 5’-Repeat und ein 3’-Repeat,
sind zu 99% identisch. Die DNA-Proben von Personen, die GHRd3 ex-
primierten, lieferten jedoch nur ein einziges Repeat-Element aus 251
bp, das aber in seiner Sequenz identisch zu dem 3’-Repeat auf dem
GHRfl-Allel ist. Sie kamen nun zu dem Ergebnis, dass der Deletion von
Exon 3 eine homologe Rekombination zwischen den beiden Retroele-
menten zugrunde liegt, die Exon 3 flankieren. Um nun die Allelfrequenz
von GHRd3 und GHRfl zu bestimmen, wurde ein Multiplex PCR As-
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say unter Verwendung von 3 verschiedenen Primern entwickelt: Unter
speziellen experimentellen Bedingungen ermöglichen Primer G1 und
G2 die Amplifikation von GHRd3-Allelen, Primer G1 und G3 dagegen
die Amplifikation von GHRfl-Allelen (siehe auch Abbildung 4). Somit
war auch eine Unterscheidung der drei möglichen Genotypen (GHR-
fl/GHRfl; GHRfl/GHRd3; GHRd3/GHRd3) möglich. Die Verteilung
der Genotypen von den 150 untersuchten, miteinander nicht verwand-
ten Probanden, folgte dem Hardy-Weinberg-Equilibrium, siehe auch
Abschnitt 3.5.1 (Pantel et al. 2000). Es wurden Allelfrequenzen von
25% GHRd3 und 75% GHRfl bestimmt; andere darauffolgende Studien
ermittelten ähnliche Allelfrequenzen (Dos Santos et al. 2004; Jorge
et al. 2006; Toyoshima et al. 2007).
Abb. 4: (A) schematische Darstellung des GHRfl- und GHRd3-Allels sowie der
Schnittstellen der 3 Primer (B) Darstellung der Amplifikationsprodukte
(Pantel et al. 2000) „Genotyping assay at the GHR-exon 3 locus. A, sche-
matic representation of the human GHRfl region including exon 3 (black
box) and the repeated elements (gray boxes). The GHRd3 allele contains
a single copy of the repeat (gray box). The position and orientation of
primers G1, G2, and G3 used in the multiplex PCR assay are indicated
by arrowheads. B, under specific experimental conditions (i.e. denatura-
tion 94 ◦C, 30 s; annealing 60 ◦C, 30 s; and elongation 72 ◦C, 1 min
30 s), primers G1 and G2 allowed the amplification of GHRd3 alleles
only, whereas primers G1and G3 amplify GHRfl alleles. The homozygous
GHRfl, heterozygous GHRfl/GHRd3 and homozygous GHRd3 genotypes
are denoted by fl, fl/d3 and d3, respectively“ (Pantel et al. 2000).
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1.3.2 Bioaktivität
Exon 3 kodiert einen Teil der extrazellulären Domäne des Rezeptors;
liegt eine Deletion dieses Exons vor, so weist das Rezeptorprotein 22
AS weniger auf als das Rezeptorprotein, welches Exon 3 exprimiert und
es ensteht eine neue Verbindung zwischen Exon 2 und 4 mit einer Sub-
stitution von Aspartat anstelle von Alanin (Sobrier et al. 1993). Au-
ßerdem weist der GH-Rezeptor ohne Exon 3 eine mögliche Glykosidati-
onsstelle weniger auf. Die Aminosäuresequenz, die von Exon 3 kodiert
wird, liegt außerhalb der Bindungszone des GH-Rezeptorkomplexes,
die die Rezeptordimerisation einleitet und beeinflusst somit weder die
Ligand-Rezeptor-, noch die Rezeptor-Rezeptor-Interaktion (Cunning-
ham et al. 1991; de Vos et al. 1992). Das Rezeptorprotein ohne Exon
3 ist ein stabiles Molekül, das in der Zellmembran integriert ist und
seinen Liganden effizient binden kann (Urbanek et al. 1993).
In in-vitro Versuchen konnte keinen Unterschied in der Fähigkeit bei-
der Rezeptor-Isoformen, GH zu binden, festgestellt werden (Sobrier
et al. 1993; Urbanek et al. 1993). Sorbier et al. zum Beispiel zeigten,
dass COS 7-Zellen, eine Fibroblasten-Zelllinie, die ursprünglich aus dem
Nierengewebe von Grünen Meerkatzen stammt und häufig Verwendung
in zytobiologischen Experimenten findet, die GHRd3 exprimierten, GH
mit gleich hoher Affinität binden wie COS 7-Zellen, die mit GHRfl-
tragenden Vektoren transfiziert wurden (Sobrier et al. 1993).
Ob die Deletion von Exon 3 Auswirkungen auf die funktionellen Eigen-
schaften des GH-Rezeptors hat, untersuchten Dos Santos et al. in in-
vitro-Versuchen. Dazu co-transfizierten sie HEK-293-(human embryo-
nic kidney)-Fibroblasten mit Vektoren, die entweder GHRfl, GHRd3
oder beide Allele kodieren, zusammen mit Plasmiden, die ein LHRE-
(lactogenic hormone responsive element)-Luciferase-Reportergen kodie-
ren. Das LHRE-Reportergen wird durch den GH-Rezeptor, nachdem
dieser durch GH stimuliert wurde, aktiviert. Das Genprodukt des LHRE-
Reportergens ist eine Luciferase, ein Biolumineszenz-Enzym, das bei
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Zugabe von Luciferin eine chemische Reaktion katalysiert, bei wel-
cher Lichtsignale entstehen, die detektiert werden können. Auf diese
Weise können Rückschlüsse über die Transkriptionsaktivität des GH-
Rezeptors gezogen werden, da er nach Aktivierung die Transkripti-
on des Luciferase-Gens induziert. Die co-transfizierten HEK-293-Zellen
wurden nun mit steigenden GH-Konzentrationen stimuliert. Dabei zeig-
ten HEK-293-Zellen, welche GHRd3 exprimieren, eine höhere Tran-
skriptionsaktivität als die Zellen, die GHRfl exprimieren, siehe auch
Abbildung 5 (Dos Santos et al. 2004).
Auf welche Weise die Deletion von Exon 3 die Bioaktivität des Re-
zeptors erhöht, ist noch nicht geklärt, es wird aber vermutet, dass
sie zu subtilen Konformationsänderungen der extrazellulären Domäne
führt, die die Rezeptor-Aktivierung durch GH möglichweise erleichtern
(Dos Santos et al. 2004).
1.3.3 Klinische Bedeutung
Welche klinische Bedeutung die Isoform des GH-Rezeptors mit Deleti-
on von Exon 3 nun hat, wurde von verschiedenen Studien untersucht.
Dos Santos et al. konnten zeigen, dass sich Kinder mit idiopathi-
schem Kleinwuchs und Kinder mit Small for Gestational Age (SGA),
also hypotrophe Neugeborene mit einem Geburtsgewicht unterhalb der
10. Perzentile, die 2 Jahre lang rekombinantes Wachstumshormon er-
hielten, im Hinblick auf das Therapieansprechen unterschieden. Nach
Analyse der Verteilung der Genotypen fl/fl, fl/d3 und d3/d3 fiel auf,
dass die Kinder, die mindestens ein GHRd3-Allel trugen, eine 1.7-2fach
höhere Zunahme der Wachstumsrate und ein signifikant höheres The-
rapieansprechen aufwiesen als die Kinder, welche die full-length-GH-
Rezeptor-Isoform exprimierten, siehe auch Abbildung 6 (Dos Santos
et al. 2004).
Binder et al. untersuchten in ihrer Arbeit anhand von zwei Patien-
tengruppen, die eine einjährige Therapie mit rekombinantem Wachs-
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Abb. 5: Transkriptionsaktivität im Luciferase Reporter Assay (Dos Santos et al.
2004) „In vitro bioactivity of full length GHR and d3-GHR. HEK 293 cells
transiently expressing full-length GHR, d3-GHR or both were stimulated
by increasing concentrations of growth hormone (GH) for 8h. Relative
Induction of LHRE-luciferase reporter gene is expressed relative to unsti-
mulated cells (value of 1, horizontal line). The number of expermiments
done for each conditions indicated in parentheses.*P<0.005,**P<0.0005
and ***P<0.0001 for comparison of cells transfected with two alleles en-
coding the full-length GHR isoform versus cells transfected with at least
one allele encoding the d3-isoform.We pooled cells carrying one and two
alleles encoding the d3-GHR isoform because their individual effects we-
re each consistently higher than those of cells carrying two alleles enco-
ding the full length GHR isoform (P=0.006-0.0005 and P=0.004-0.0001,
respectively). fl, allele encoding the full length GHR isoform; d3, allele
encoding the d3-GHR isoform“ (Dos Santos et al. 2004).
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tumshormon (rhGH) erhielten, ob eine Assoziation mit dem jeweili-
gen Genotyp und dem Ansprechen auf die Therapie besteht. In einer
Gruppe von 53 Mädchen mit Turner Syndrom, die ein Jahr lang mit
rhGH therapiert wurden, zeigten die Mädchen eine signifikant höhere
Wachstumsbeschleunigung (P=0.019), die mindestens ein GHRd3-Allel
trugen und übertrafen ihre vor Therapiebeginn prognostizierte Größe
signifikant (P=0.007). In der zweiten Gruppe von 60 kleinwüchsigen
Kindern mit SGA konnte jedoch nur eine moderat höhere Wachstums-
beschleunigung bei Trägern des GHRd3-Alleles festgestellt werden, die
jedoch nicht signifikant war (Binder et al. 2006).
Kinder mit idiopathischem Kleinwuchs und GHRd3-Genotyp wiesen
einen signifikant höheren IGF-1-Anstieg im Stimulationstest mittels
Wachstumshormon und somit ein höheres Ansprechvermögen des Re-
zeptors auf GH als solche ohne Exon-3-Deletion auf (Toyoshima et al.
2007).
Jorge et al. analysierten die Wachstumsgeschwindigkeit von 58 präpu-
bertären Patienten mit schwerem Wachstumshormon-Mangel, bei de-
nen im Stimulationstest nur ein sehr geringer GH-Peak (im Mittel 0.7
µg/l) messbar war, nach einem Jahr Therapie mit rhGH im Hinblick auf
das Vorliegen der GHRd3- oder GHRfl-Isoformen: Kinder mit minde-
stens einem GHRd3-Allel zeigten dabei eine signifikant höhere Wachs-
tumsgeschwindigkeit bei vergleichbaren GH-Dosen. Von den 44 Patien-
ten, die bis zum Erreichen ihrer Endgröße bis in das Erwachsenenalter
beobachtet wurden, hatten die Patienten, die homozygot für GHRfl wa-
ren, eine signifikant niedrigere Endgröße erreicht als solche Patienten,
die Träger von mindestens einem GHRd3-Allel waren, siehe auch Ab-
bildung 7 (Jorge et al. 2006).
Meyer et al. gelang es, in einer Gruppe von 133 erwachsenen Patien-
ten mit GH-Mangel unterschiedlicher Genese, eine Assoziation zwischen
GHRd3/fl-Polymorphismus und rhGH-Dosis festzustellen. So zeigte sich,
dass die individuell erforderliche GH-Dosis nach einem Jahr Therapie
bei Patienten mit mindestens einem GHRd3-Allel signifikant niedriger
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Abb. 6: Zunahme der Wachstumsrate unter GH-Therapie innerhalb des ersten
Jahres (Dos Santos et al. 2004) „Frequency histogram showing the dis-
tribution of individual growth rate increments (δgh) during first year of
growth hormone therapy. The distribution of values was normal and had
a large variance. The two cohorts of short children treated with growth
hormone were pooled for analysis. Increments in growth rates were grea-
ter in children carrying alleles encoding the d3-GHR isoform. fl, allele
encoding the full-length GHR isoform; d3, allele encoding the d3-GHR
isoform“ (Dos Santos et al. 2004).
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war (P=0.04), es wurde etwa 25% weniger rhGH benötigt als bei Patien-
ten, die den Genotyp GHR fl/fl aufwiesen. Dabei bestanden keine signi-
fikanten Unterschiede im Hinblick auf die IGF-1-Konzentration im Se-
rum zwischen GHRd3-Allelträgern und Probanden, die keine GHRd3-
Allelträger waren, unter laufender GH-Substitutionstherapie (Meyer
et al. 2009).
Die Ergebnisse einer Reihe anderer Studien konnten den positiven Ein-
fluss von GHRd3 auf das postnatale Wachstum sowie auf das Anspre-
chen der Therapie mit rekombinantem Wachstumshormon bei Patien-
ten mit Turner-Syndrom, SGA, idiopathischen Kleinwuchs oder Wachs-
tumshormonmangel bekräftigen (Binder et al. 2008; Jensen et al.
2007; Räz et al. 2008; Tauber et al. 2007). Es gibt jedoch auch Studi-
en, die keine Assoziation zwischen GH-Rezeptorstatus und dem Anspre-
chen auf die Wachstumshormontherapie nachweisen konnten, so dass
dies weiterhin kontrovers diskutiert wird (Blum et al. 2006; Carras-
cosa et al. 2008; Pilotta et al. 2006).
Kürzlich konnte von Park et al. anhand einer Studie von Patienten
mit Prader-Willi-Syndrom gezeigt werden, dass die Patienten, die Trä-
ger eines GHRd3-Allels waren, vor Therapie mit Wachstumshormon
eine signifikant höhere Körpergröße (Standardabweichung) sowie signi-
fikant höhere IGF-1-Werte aufwiesen als Patienten ohne GHRd3-Allel.
Daher könnte man vermuten, dass der GHR ohne Exon 3 empfindlicher
auf endogenes GH reagiert als der GHR mit Exon 3, zumindest in der
untersuchten Kohorte mit Prader-Willi-Syndrom (Park et al. 2011).
1.4 Brustkrebs
1.4.1 Häufigkeit; Einflussfaktoren
Brustkrebs ist laut den Daten des Robert Koch-Instituts aus dem Jahr
2006 mit einem Anteil an 29% die häufigste Krebserkrankung bei Frau-
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A multiple linear regression model taking into account ge-
notype, midparental height SDS, chronological age, bone age,
height SDS at the start of treatment, duration of treatment, age
at onset of puberty, spontaneous or induced puberty, and hGH
dose was performed. A relationship between adult height after
long-term hGH treatment with height SDS at the start of treat-
ment (P ! 0.001) and GHR genotype (P " 0.019) was demon-
strated. Other variables were ot significantly related to adult
height.GHR-exon-3 genotype andheight SDS at start treatment
explained 40% of the variability in adult height SDS.
Discussion
Despite the strikingdevelopmentof genetic studies in the last
decades, genetic factors that influence the response to hGH
therapy remainmostly unknown. Recently, Dos Santos et al. (9)
demonstrated that individual differences inGHR-exon-3 geno-
type have medically relevant effects on the growth rate in the
first and second year during hGH treatment in heterogeneous
groupsof childrenwith idiopathic short statureor childrenwho
were born small for gestational age.
GH ligand binding to GHR represents the first step in GHR
activation. GH binding to preformed dimers of GHRs located
on the cell membrane surface (16) induces a relative rotation of
intracytoplasmatic subunits of the dimerized receptors, result-
ing in activation of Janus kinase 2 and downstream signaling
pathways (17). The 22 residues codified by exon 3 are located
in the extracellular domain of the GHR, but not in the GH
binding interface (18). Initial experimental studies demon-
strated thatGHRd3andGHRflpresent similarbindingcapacity
to GH (19). Recently, Dos Santos et al. (9) reported that cells
transiently transfectedwithGHRd3 inducehigher transcription
activity in luciferase reporter assaysafter treatmentwith22-kDa
hGH than cells transfected with GHRfl. No difference in tran-
scriptional activity between cells transfectedwithGHRd3alone
or together with GHRfl was observed (9), suggesting a domi-
nant effect of GHRd3 allele. The mechanism by which the de-
letion of the region encoded by GHR exon 3 could increase
receptor activity has not been elucidated.
It is clear that different patients, even with the same diag-
nosis, canpresentdifferentdegreesof sensitivity toGH,and this
diversity can influence the outcome of hGH therapy. These
interindividual differences in GH sensitivity can probably be
more clearly observed in patients with severe GHD, in whom
replacement with hGH completely resolves the cause of their
growth impairment. It is well recognized that patients with
severe GHD can benefit the most from hGH therapy (20) and
that this benefit has a negative correlation with the maximum
GH level during stimulation tests (21, 22). It is noteworthy that
all our patients had severe GHDdue to the stringent diagnostic
criteria adopted in our unit (peak GH ! 3.3 !g/liter by IFMA
on stimulation tests). Hence, our patients comprise a homog-
enous severe GHD cohort, ideal to evaluate the effect of GHR-
exon-3 genotype on the growth response. The severity of GHD
is supported by extremely low levels of GHpeak in stimulation
tests (mean of 0.7 !g/liter), high percentage of patients with
CPHD(72%), andhigh frequencyof confirmationofGHDat the
FIG. 2. Individual adult height SDS in patients with GHD after long-
term treatment with hGH, according to GHR-exon-3 genotype. Solid
and dashed lines indicate mean and #1 SD, respectively.
TABLE 2. Adult height analysis after long-term treatment with hGH in 44 children with GHD, grouped according GHR-exon-3 genotype:
clinical and auxological characteristics
GHR genotype fl/fl fl/d3 or d3/d3 P
Gender (male:female) 13:9 12:10 NS
IGHD:CPHD 5:17 5:17 NS
Father height (cm) 166.3 # 7.6 166.4 # 6.4 NS
Mother height (cm) 158.3 # 6.2 156.3 # 6.2 NS
Midparental height (SDS) $0.99 # 0.80 $1.12 # 0.78 NS
Highest GH peak (!g/liter) 0.7 # 0.7 0.6 # 0.7 NS
Chronological age (yr) 10.7 # 3.8 11.1 # 3.2 NS
Bone age (yr) 6.1 # 3.5 6.1 # 3.0 NS
BMI SDS $0.5 # 1.7 $0.5 # 1.1 NS
Basal height SDS $4.7 # 1.3 $4.2 # 1.6 NS
Spontaneous puberty 8 7 NS
Age at start of puberty (yr) 17.1 # 3.7 16.1 # 6.2 NS
Treatment duration (yr) 8.4 # 3.9 6.7 # 1.9 NS
Mean hGH dose (!g/kg!d) 34 # 8 36 # 6 NS
First-year growth velocity (cm/yr) 9.3 # 2.3 10.8 # 2.5 ! 0.05
Change in height SDS after 1 yr of hGH therapy 0.81 # 0.47 1.16 # 0.61 ! 0.05
Final height SDS $1.7 # 1.2 $0.8 # 1.1 ! 0.001
Final height SDS $ midparental height SDS $0.7 # 1.4 0.3 # 1.2 ! 0.05
Change in height SDS during therapy 3.0 # 1.3 3.4 # 1.2 NS
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Abb. 7: Erreichte Endgröße (Standardabweichung) im Hinblick auf GHR-
Genotypen (Jorge et al. 2006) „Individual adult height SDS in patients
with GHD after long-term treatment with GH, according to GHR exon-3
genotype. Solid and dashed lines indicate mean and +/-1SD, respectively“
(Jorge et al. 2006).
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en in Deutschland und verursacht hierzulande die häufigsten krebsbe-
dingten Todesfälle bei Frauen (Husmann et al. 2010). Im Jahr 2006
gab es 57 970 Neuerkrankungen an Brustkrebs und 17 286 Sterbefälle
(Husmann et al. 2010). Das Lebenszeitrisiko, an Brustkrebs zu erkran-
ken, liegt in Deutschland bei 10,9%, das mittlere Erkrankungsalter bei
64 Jahren (Husmann et al. 2010).
Bei der Entstehung des Mammakarzinoms spielen vielfältige Risikofak-
toren eine Rolle. 3-8% der Fälle mit invasivem Mammakarzinom sind
auf vererbte Mutationen in Genen mit hoher Penetranz zurückzufüh-
ren: am häufigsten (ca. 60%) sind dies Mutationen in BRCA1- und
BRCA2-Genen, aber auch Mutationen in anderen Genen, wie CHEK2
und TP53, können dem zugrunde liegen (Beral et al. 2001; Fasching
et al. 2011; Steiner et al. 2008). In den letzten Jahren sind einige
genetische Polymorphismen entdeckt worden, die das Auftreten von
sporadischen, d.h. nicht auf erblichen Faktoren beruhenden Fällen von
Brustkrebs beeinflussen (Fasching et al. 2011). Meistens handelt es
sich dabei um SNPs (single nucleotide polymorphism) mit geringer Pe-
netranz, deren Einfluss auf das Erkrankungsrisiko zwar im Vergleich zu
BRCA1 oder BRCA2 weniger markant ist, die aber in höherer Präva-
lenz in der Bevölkerung vorliegen (Fasching et al. 2011). Außerdem
sind in letzter Zeit einige SNPs bekannt geworden, die das Lebenszei-
trisiko an Brustkrebs zu erkranken von Frauen, die Träger von BRCA1-
oder BRCA2-Mutationen sind, modifizieren können (Fasching et al.
2011).
Weitere nicht-modifizierbare Risikofaktoren sind fortgeschrittenes Le-
bensalter, familiäre Prädisposition und weibliches Geschlecht (Beral
et al. 2001; Steiner et al. 2008). Eine positive Familienanamnese be-
züglich Brustkrebs ist mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko assoziiert:
die Lebenszeitinzidenz erhöht sich bei Frauen mit einer betroffenen Ver-
wandten ersten Grades im Vergleich zu Frauen ohne Erkrankungsfälle
in der Familie um 5,5% und bei zwei betroffenen Verwandten ersten
Grades sogar um 13,3% (Steiner et al. 2008). Auch hormonelle und
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reproduktive Einflüsse, die mit einer erhöhten lebenslangen Östrogen-
Exposition einhergehen, wie eine späte erste Schwangerschaft, eine frü-
he Menarche, eine späte Menopause begünstigen die Entstehung von
Brustkrebs, ebenso Lebensstilfaktoren wie Adipositas und Alkoholkon-
sum (Beral et al. 2002; Kelsey et al. 1993; Steiner et al. 2008). Ob
Nikotinkonsum mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko einhergeht oder
ein möglicher Confounder bei gleichzeitigem Alkoholkonsum darstellt,
ist bislang unklar (Beral et al. 2002; Johnson 2005). Weitere wich-
tige Risikofaktoren sind das Vorliegen eines Ovarialkarzinoms in der
Krankengeschichte, eine frühere Bestrahlung sowie eine erhöhte Dichte
der Brust in der Mammographie (Fasching et al. 2011; Steiner et al.
2008). Benigne proliferative Erkrankungen der Brustdrüse gehen mit
einem erhöhten Brustkrebsrisiko einher, insbesondere atypischen Hy-
perplasien (Hartmann et al. 2005). Frauen, die regelmäßig körperlich
aktiv sind, haben ein geringeres Erkrankungsrisiko (McTiernan et al.
2003). Frauen mit vielen Geburten haben ein niedrigeres Brustkrebs-
risiko als Nullipara. Auch Stillen scheint einen protektiven Effekt zu
haben (Fasching et al. 2011; Kelsey et al. 1993). Eine Hormoner-
satztherapie mit Östrogenen ist abhängig von der Dauer der Einnahme
ebenfalls mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko assoziiert: eine länger-
fristige Östrogeneinnahme (mehr als 5 Jahre) erhöht das Erkrankungs-
risiko, das aber nach Absetzen der Therapie wieder abnimmt (Beral
et al. 1997; Rossouw et al. 2002; Steiner et al. 2008). Die kombinier-
te Einnahme von Östrogenen und Progesteron geht mit einem höheren
Risiko einher als eine alleinige Östrogentherapie (Beral et al. 1997;
Steiner et al. 2008). Die Einnahme von oralen Kontrazeptiva könnte
bei prämenopausalen Frauen mit einem wenn auch nur gering erhöhten
Erkrankungsrisiko verbunden sein (Kahlenborn et al. 2006).
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1.4.2 Assoziation der GH-/IGF-1-Achse mit Brustkrebs
Wachstumshormon (GH) und Insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1) spie-
len nicht nur bei der normalen Brustentwicklung eine Rolle, sondern
auch bei der Entstehung von Brustkrebs. IGF-1, das die Wirkung von
GH vermittelt, ist essentiell für die duktale Morphologie der Brust-
drüse. Bei einem Fehlen von IGF-1 erfolgt in Tierversuchen auch in
Anwesenheit von Östrogenen keine normale Entwicklung der Brustdrü-
se (Ruan &Kleinberg 1999). IGF-1 als wichtiger Proliferationsfaktor
für die Epithelzellen der Brustdrüse, der seine Effekte auf die Brustdrü-
se entweder endokrin oder autokrin/parakrin vermittelt, reguliert aber
auch die Expression von Genen, die mit der Tumorgenese des Mamm-
akarzinoms in Verbindung gebracht werden, wie zum Beispiel VEGF
und Cathepsin D (Glondu et al. 2002; Laban et al. 2003).
Emerman et al. konnten in ihrer Arbeit bei einer signifikanten Anzahl
(40%) an Brustkrebspatientinnen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
erhöhte GH-Konzentrationen im Serum messen, wohingegen nur 17%
der Patientinnen erhöhte Prolaktinkonzentrationen aufwiesen (Emer-
man et al. 1985). Neben erhöhten GH-Konzentrationen liegen auch si-
gnifikant höhere IGF-1-Konzentrationen bei Patientinnen mit Brust-
krebs vor (Peyrat et al. 1993). Umgekehrt besteht eine signifikante
Assoziation zwischen der Höhe der gemessenen IGF-1-Konzentrationen
im Serum und dem späteren Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, sowohl
bei prämenopausalen als auch bei postmenopausalen Frauen (Hankin-
son et al. 1998). Erhöhte Werte von GH im Serum, zum Beispiel bei
Akromegalie, gehen mit einem erhöhten Risiko einher, an Malignomen,
einschließlich Brustkrebs, zu erkranken (Gebre-Medhin et al. 2001;
Jenkins 2006; Nabarro 1987). Nabarro et al. beobachteten in einer
prospektiven Studie 256 Patienten, davon 123 Frauen, mit Akromegalie
über einen Zeitraum von 20 Jahren. In diesem Beobachtungszeitraum
entwickelten 17 Frauen maligne Erkrankungen, 11 davon Brustkrebs
(Nabarro 1987).
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In der menschlichen Brustdrüse wird GH-mRNA, die identisch zu GH-
mRNA der Hypophyse ist, sowohl von normalem Brustdrüsengewebe,
als auch von benignen und malignen tumorösen Gewebe exprimiert
(Mol et al. 1995). Es wird eine autokrine oder parakrine Wirkung des
lokal in der Brustdrüse gebildeten Wachstumshormons auf das umge-
bende Gewebe vermutet. In der gesunden Brustdrüse findet die loka-
le Expression des GH-Gens primär in den duktalen Epithelzellen und
Myoepithelzellen statt (Raccurt et al. 2002). Proliferative Erkrankun-
gen der Brustdrüse (Fibroadenome, duktale In-Situ-Karzinome und in-
vasive duktale Karzinome) sind mit einer zunehmenden Expression des
GH-Gens in den duktalen Epithelzellen und einer de-novo Expression
in Zellen des Stromas assoziiert (Raccurt et al. 2002). Proliferative
Erkrankungen weisen eine höhere GH-Expression auf als benachbar-
tes gesundes Gewebe, demnach ist auch die Konzentration des GH-
Proteins im erkrankten Gewebe höher als im gesunden Brustdrüsenge-
webe (Raccurt et al. 2002).
In in-vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine autokrine GH-
Produktion von Mammakarzinomzellen zu einer Hyperproliferation die-
ser Zellen und einer gesteigerten Transkriptionsaktivität führt (Kaul-
say et al. 1999): Dazu wurden zunächst Plasmide, die das hGH-Gen
kodieren, in humane Brustkrebszellen der MCF-7-Zellinie transfiziert,
so dass diese Zellen GH bilden und in das Medium sezernieren konnten.
Als Kontrollzelllinie wurden Brustkrebszellen aus der MCF-7-Zelllinie
generiert, die mit defektem hGH-Gen transfiziert wurden. Der Kontroll-
zelllinie war es nun aufgrund des defekten Start-Codons des hGH-Gens
nicht möglich GH zu bilden. Sowohl in serumfreien, als auch im serum-
haltigen Milieu zeigten die Brustkrebszellen, die GH autokrin bildeten,
eine signifikant höhere, IGF-1 unabhängige Zunahme der Zellzahl als
die Kontrollzelllinie (Kaulsay et al. 1999). Außerdem verfügten die
MCF-Zellen, die GH autokrin produzierten, über eine höhere STAT5-
vermittelte Transkriptionsaktivität (Kaulsay et al. 1999). Interessan-
terweise konnte autokrines GH die Zunahme der Zellzahl stärker als
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exogenes GH stimulieren (Kaulsay et al. 1999). Es gibt Hinweise, dass
das autokrin gebildete GH die Expression von Genen beeinflusst, die in
die Protektion von Zellen vor dem programmierten Zelltod involviert
sind (Kaulsay et al. 2001).
Um zu untersuchen, ob die Effekte der autokrinen Wachstumshormon-
produktion über den GH-Rezeptor vermittelt werden, wurde ein spezi-
fischer hGH-Rezeptor-Antagonist, B2036, der nicht mit dem Prolaktin-
Rezeptor interagiert, eingesetzt (Kaulsay et al. 2001). Mittels B2036
war es möglich, die Zellproliferation und Transkriptionaktivität der
MCF-7-Zellen, die GH autokrin produzierten, zu antagonisieren (Kaul-
say et al. 2001).
Auch in vivo lässt sich ein Anstieg der Zellzahl von Brustkrebszellen
durch GH nachweisen: nach einer intramuskulären Injektion von re-
kombinantem humanen GH 2 Tage vor Beginn des ersten Zyklus der
Chemotherapie bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Mammakarzi-
nom stieg die Proliferationsaktivität der Tumorzellen um das Zweifache
an, die wahrscheinlich durch die lokale Bildung von IGF-1, induziert
durch die rhGH-Gabe, stimuliert wurde (Baldini et al. 1994).
Der GH-Rezeptor wird nicht nur im gesunden Brustdrüsengewebe ex-
primiert (Mertani et al. 1995; Sobrier et al. 1993) sondern auch im
malignen Gewebe und in Brustkrebszelllinien (Decouvelaere et al.
1995). Gebre-Medhin et al. konnten mittels Immunhistochemie und
Western Blot zeigen, dass die Expression des GH-Rezeptor-Gens in
Tumorgewebe der Brustdrüse signifikant höher als im gesunden Ge-
webe ist (siehe auch Abbildung 8). Immunhistochemisch ließ sich eine
inverse Korrelation zwischen der GHR-Expression und dem Tumor-
Grading nachweisen sowie eine positive Korrelation zwischen der GHR-
Expression und der Expression des Progesteron-Rezeptors (Gebre-
Medhin et al. 2001).
Decouvelaere et al. gelang es, GHRd3-mRNA mittels RT-PCR in
Brustkrebszellen nachzuweisen (Decouvelaere et al. 1995). Sie ent-
deckten dasselbe Expressionsmuster sowohl im Brustdrüsengewebe wie
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Abb. 8: GHR-Expression von Tumorgewebe im Vergleich zu gesundem Brustdrü-
sengewebe (Gebre-Medhin et al. 2001)
auch in Lymphozyten desselben Patienten und gingen daher von einer
individuellen spezifischen Expression von GHRd3 oder GHRfl und nicht
von einer gewebeabhängigen Expression aus (siehe Abschnitt 1.3.1)
(Decouvelaere et al. 1995), bevor bekannt wurde, dass die Dele-
tion von Exon 3 aus der homologen Rekombination zweier retroviraler
Elemente resultiert. BeiGebre-Medhin et al. fiel anhand der Untersu-
chung von Mammakarzinomgewebe von 36 verschiedenen Patientinnen
auf, dass diejenigen Patientinnen mit invasivem duktalen Mammakar-
zinom, bei denen GHRd3-cDNA statt GHRfl-cDNA im Tumorgewebe
nachweisbar war, signifikant jünger waren (41 Jahre versus 59 Jahre)
(Gebre-Medhin et al. 2001). Für weitere Analysen zum Aufdecken
von möglichen Zusammenhängen sind jedoch größere Fallzahlen nötig.
Wagner et al. führten 2005 eine Studie durch, bei der 350 polnischen
Patientinnen rekrutiert wurden, die an familiärem Brustkrebs litten
oder schon in einem jungen Lebensalter an Brustkrebs erkrankt waren.
Es wurden 530 gesunde Probandinnen als Kontrollgruppe rekrutiert,
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die hinsichtlich regionaler und ethnischer Unterschiede gematcht wur-
den. Dies war die bislang einzige Studie, die eine mögliche Assoziation
zwischen dem GHRd3-Polymorphismus und verschiedenen SNPs des
GH-Rezeptors mit dem Auftreten von Brustkrebs untersuchte. In die-
ser untersuchten Kohorte konnte jedoch kein statistisch signifikanter
Zusammenhang aufgedeckt werden (Wagner et al. 2006).
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Dass GH und IGF-1 nicht nur für die physiologische Entwicklung der
Brustdrüse essentiell sind, sondern auch mit der Entstehung und dem
Auftreten von Brustkrebs assoziiert sind, konnte in verschiedenen Stu-
dien gezeigt werden, wenngleich die genauen Pathomechanismen noch
unklar sind (Emerman et al. 1985; Gebre-Medhin et al. 2001; Kaul-
say et al. 1999; Laban et al. 2003;Mol et al. 1995; Peyrat et al. 1993;
Raccurt et al. 2002; Ruan & Kleinberg 1999). Die Tatsache, dass
sowohl GH als auch GHR im Gewebe der Brustdrüse lokal gebildet
werden und die Expression von GH und GHR in malignem Gewebe
im Vergleich zum gesunden Gewebe gesteigert ist, führt zu der Ver-
mutung, dass Signalwege, in denen GHR involviert ist, über parakrine
oder autokrine Mechanismen für die Entwicklung von Brustkrebs eine
Rolle spielen könnten. In in-vitro-Versuchen zeigten sich eine erhebliche
Zunahme der Proliferation von Brustkrebszellen, die GH autokrin pro-
duzierten (Kaulsay et al. 1999). Diese Hyperproliferation wird durch
den GHR vermittelt. Es wird eine vermehrte Transkription von Genen
vermutet, die in die Regulation des Zellzyklus involviert sind und eine
Apoptose der Zellen verhindern können (Kaulsay et al. 2001).
Seit längerem ist ein genetischer Polymorphismus der GHR-Gens be-
kannt, bei dem eine Deletion von Exon 3 vorliegt. Für GHRd3 sind
Allelfrequenzen von 25-32% in der Bevölkerung beschrieben worden.
Obwohl das Fehlen von Exon 3 als Teil der extrazellulären Domäne des
Rezeptors keine Auswirkungen auf die Interaktion zwischen Ligand und
Rezeptor zu haben scheint und auch in in-vitro-Versuchen keine Unter-
schiede zwischen den beiden Rezeptorisoformen in der Fähigkeit GH
zu binden gefunden wurde, konnte jedoch in in-vitro Versuchen gezeigt
werden, dass GHRd3 eine erhöhte Bioaktivität aufweist (Cunningham
et al. 1991; de Vos et al. 1992; Sobrier et al. 1993; Urbanek et al.
1993). Auch die Ergebnisse einiger Studien sprechen dafür, dass die
GHRd3-Isoform im Vergleich zu GHRfl-Isoform eine erhöhte Aktivität
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zu besitzen scheint, obwohl auch hier die genauen Mechanismen noch
nicht geklärt sind. Patienten mit idiopathischen Kleinwuchs, Turner-
Syndrom oder SGA zum Beispiel, die GHRd3-Träger waren und eine
Therapie mit rekombinantem Wachstumshormon erhielten, zeigten ein
signifikant besseres Therapieansprechen mit einer erheblichen Wachs-
tumszunahme als Patienten mit GHRfl-Genotyp (Binder et al. 2006;
Dos Santos et al. 2004; Jorge et al. 2006).
Der Nachweis von lokaler Wachstumshormon-Bildung im Brustdrü-
sengewebe und die dortige Lokalisation von Wachstumshormonrezep-
tor sowie die gesteigerte Expression von Wachstumshormon und von
Wachstumshormon-Rezeptor bei malignen Erkrankungen der Brust-
drüse führen daher zu unserer Vermutung, dass das endogene Wachs-
tumshormon einen ähnlichen Wachstums-fördernden Effekt über die
GHRd3-Isoform, wie es bei exogener Wachstumshormongabe beobach-
tet wurde, auf das Brustdrüsengewebe ausüben und somit zur Entste-
hung von Brustkrebs beitragen könnte.
Diese Studie wurde durchgeführt, um zu untersuchen, ob der Polymor-
phismus des Wachstumsrezeptors mit Deletion von Exon 3 bei Patien-
tinnen mit Brustkrebs häufiger vorliegt als bei gesunden Probandinnen,
die keinerlei maligne Erkrankungen aufweisen.
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3.1 Patientenkollektiv
Es wurden 125 Patientinnen mit einer positiven Anamnese im Hinblick
auf Brustkrebs in die Studie eingeschlossen, die hauptsächlich aus der
Klinik für Gynäkologie, Gynäkologische Endokrinologie und Onkologie
des Universitätsklinikum Gießen und Marburg GmbH, Standort Mar-
burg stammten. Als Kontrollgruppe wurden 125 Patientinnen aus dem
Bereich Endokrinologie & Diabetologie des Zentrums für Innere Medi-
zin und aus der Klinik für Gynäkologie, Gynäkologische Endokrinologie
und Onkologie des Universitätsklinikum Gießen und Marburg GmbH,
Standort Marburg nach Überprüfung der Ein- und Ausschlusskriterien
(siehe Seite 36) rekrutiert.
In verschiedenen Studien konnte eine GHRfl-Allelfrequenz von 68% bis
75% in den unterschiedlichen Populationen gemessen werden, die Al-
lelfrequenz von GHRd3 lag bei 25% bis 32% (Dos Santos et al. 2004;
Jorge et al. 2006; Pantel et al. 2000; Toyoshima et al. 2007). Unter
Annahme eines nominellen Fehlers 1. Art von 0,01 (5 Tests zur Aus-
wertung möglich: Armitage´s Trend Test, Test unter einem dominanten
bzw. rezessiven Modell, Allefrequenzdifferenztest sowie Chi2-Test mit
2 Freiheitsgraden) ergab sich unter Annahme einer Risikoallelfrequenz
von 25% sowie eines relativen Risikos des homozygoten Mutanten und
des heterozygoten Genotyps von 2,5 bei einer Fallzahl von 125 pro
Gruppe eine Power von 79,26% im Alleltest bzw. 90,45% im Test unter
einem dominanten Modell, errechnet mithilfe eines Genetic Power Cal-
culators (Purcell 2008, http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/
gpc/cc2.html).
Die Planung und Auswertung der Studie wurde unter Beratung durch
Herrn Prof. Strauch und Herrn Greene des Instituts für Medizinische
Biometrie und Epidemiologie der Philipps-Universität Marburg vorge-
nommen.
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3.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien
Einschlusskriterien der Fallgruppe
• Probandinnen jeden Alters mit positiver Brustkrebsdiagnose in
der Eigenanamnese.
• Einverständnis zur Teilnahme an Studie.
Einschlusskriterien der Kontrollgruppe
• Probandinnen ohne bisherige maligne Erkrankungen in der Ei-
genanamnese sowie ohne Brustkrebsdiagnose in der Eigen- und
Familienanamnese (Schwester, Mutter, Großmutter, Tante, Cou-
sine, Nichte).
• Unauffälliger mammärer und axillarer Untersuchungsbefund.
• Mindestalter 40 Jahre; im Mittel etwa 10 Jahre älter die Brust-
krebspatientinnen.
• Einverständnis zur Teilnahme an Studie.
Ausschlusskriterien der Fall- und Kontrollgruppe
• Probandinnen, bei denen die persönliche Einwilligungsfähigkeit in
die Studie durch geistige oder körperliche Einschränkungen nicht
gegeben war.
Ausschlusskriterien der Kontrollgruppe
• Probandinnen < 40 Jahre.
• Positiver oder suspekter mammärer oder axillärer Untersuchungs-
befund.
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• Positive Eigenanamnese im Hinblick auf Brustkrebs oder anderen
malignen Erkrankungen.
• Positive Familienanamnese (Schwester, Mutter, Großmutter, Tan-
te, Cousine, Nichte) bezüglich Brustkrebs.
3.2 Ablauf der Studie
Nach Überprüfung der Ein- und Ausschlusskriterien wurden die Pati-
entinnen, die für die Teilnahme an der Studie in Frage kamen, mündlich
und schriftlich über Inhalt, Verlauf sowie mögliche Risiken der Studie
informiert und um ihr schriftliches Einverständnis zur Teilnahme gebe-
ten.
Nachdem ihr Einverständnis zur Studienteilnahme schriftlich vorlag,
wurde den Patientinnen zunächst ein Fragebogen zur Erfassung folgen-
der Probandendaten ausgehändigt:
• Alter
• Größe (cm)
• Gewicht (kg)
• Body-Mass-Index (BMI) (Gewicht in kg /Größe in m2)
• Ethnische Zugehörigkeit (in Deutschland geboren und sich als
Deutsche definierend: ja/nein)
• Nikotinkonsum (Anzahl Zigaretten pro Tag, Dauer des Nikotin-
konsums)
• Medikamentenanamnese im Sinne einer Einnahme von Kontra-
zeptiva und Hormonersatztherapie
• Brustkrebsanamnese (Alter bei Diagnose der Erkrankung, evtl.
histopathologischer Befund)
• Anamnese zu weiteren malignen Erkrankungen
• Familienanamnese im Hinblick auf Brustkrebserkrankungen oder
anderen malignen Tumoren
37
3 Material und Methoden
Anschließend wurde bei den Patientinnen der Kontrollgruppe eine In-
spektion und Palpation der Brustdrüse und der axillaren Lymphknoten
durchgeführt und dies dokumentiert.
Eine peripher-venöse Routineblutentnahme zur Gewinnung einer
EDTA-Blutprobe (2 x 9,0 ml), die der Bestimmung des GHRd3-
Polymorphismus diente, sowie einer Serum-Probe (1 x 4,9 ml) zur Be-
stimmung von IGF-1 erfolgte in der Regel morgens in einem Zeitraum
von 8-11 Uhr.
Die erhobenen Probandendaten des Fragebogens sowie die Blutproben
wurden mittels einer Probandenidentifikationsliste pseudonymisiert, so
dass den Probandinnen fortlaufend Nummern von 1 bis 250 zugeteilt
wurden. Diese Probandenidentifikationsliste wurde getrennt von den
Patientendaten aufbewahrt und wird 2 Jahre nach Ablauf der Studie
vernichtet.
3.3 Materialien
3.3.1 Technische Geräte und Hilfsmittel
• Thermo Stat plus (Eppendorf, Hamburg)
• Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)
• Rollmischgerät RM 5 Assistent 348 (Labotec, Wiesbaden)
• Vortex-Genie ®2 (Scientific, Wiesbaden)
• Herafreeze –80◦C (Heraeus Sepatech GmbH)
• Light Cycler™ (Roche Diagnostics, Mannheim)
• Light Cycler™-Glaskapillaren (Roche Diagnostics, Mannheim)
• Photometer für Mikrotiterplatten (ELISA-Reader)
• Testkit des AMP-IGF-1–ELISAs (Asbach Medical Products, Ob-
righeim):
- Mikrotiterplatte
- Abdeckfolie
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3.3.2 Chemikalien
• Erylyse:
- 109,5 g Sucrose (Saccharose; Merck, Darmstadt)
in 600 ml destilliertes Wasser
- 10 ml Triton-X-100 (Behring)
- 100 ml 0,5 M EDTA (Roth, Karlsruhe)
• Lysin-Puffer:
- 15 ml 5 M NaCl
- 10 ml 1 M Tris pH 7.5
- 10 ml 0.5 M EDTA
- 500 ml destilliertes Wasser
• Na-Acetat 3 M (Calbiochem, Merck, Darmstadt)
• 70 % Ethanol (Roth, Karlsruhe)
• 100 % Ethanol absolut (Honeywell Riedel-de-Haën®)
• Proteinase K-Solution (Invitrogen™ Life Technologies)
• SDS 10 % (Gibco BRL Life Technologies)
• Chloroform/Trichlormethan (Roth, Karlsruhe)
• Isoamylalkohol (Sigma®) C5H12O
• TE (Roth, Karlsruhe)
• GHR fl-d3 ToolSet™ for LightCycler™ (Ratiogen, Düsseldorf):
- Oligo Tool: Primer, Detektions-und Ankersonden
- Control: Positiv-Kontrolle mit heterozygoter DNA
- Solvent
• LightCycler™-DNA Master Hybridization Probes (Roche Dia-
gnostics, Mannheim)
• MgCl2 25mM (Roche Diagnostics, Mannheim)
• Testkit des AMP-IGF-1–ELISAs (Asbach Medical Products, Ob-
righeim):
- Standards A-E: rekombinantes humanes IGF-1
- Probenpuffer PP
- Kontrollseren KS1/KS2: humanes Serum
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- Antikörperkonjugat: biotinyliertes anti-human
IGF-1-Antikörper
- Enzymkonjugat: Meerettich-Peroxidase-markiertes
Streptavidin
- Waschpuffer
- Substrat: Meerettich-Peroxidase-(POD)-Substrat,
stabilisiertes H2O2-Tetramethylbenzidin
- Stopplösung: 0,2 M Schwefelsäure
3.4 Methoden
Um den GHRd3-Polymorphismus bei den Studienteilnehmerinnen zu
detektieren, wurde zunächst das genetische Material aus den EDTA-
Blutproben mittels Zelllyse und anschließender Extraktion der DNA-
Fäden gewonnen. Nach der Isolierung der DNA erfolgte die Geno-
typisierung des Wachstumshormon-Rezeptors mittels Light-Cycler™-
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) und an-
schließender Schmelzkurvenanalyse. Für die quantitative Bestimmung
von IGF-1 wurde Serum gewonnen und ein Sandwich-ELISA (Enzym-
immunoassay) verwendet.
3.4.1 Bestimmung des GHRd3-Polymorphismus
Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR) Die von Kary B. Mul-
lis entwickelte und 1986 veröffentlichte PCR ermöglicht es, einen be-
stimmten DNA-Abschnitt aus dem gesamten Genom zu isolieren und
in hoher Kopienzahl zu vervielfältigen. Grundlage dafür ist die Ver-
wendung einer thermostabilen DNA-Polymerase, der Taq-Polymerase,
die aus dem ursprünglich in heißen Quellen vorkommenden Bakterium
Thermus aquaticus isoliert wird (Janning & Knust 2008, S.280-283).
Weiterhin benötigt man Oligonucleotide, sog. Primer, deren Sequenzen
komplementär zu den Nukleotidsequenzen sind, die den zu amplifizie-
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renden DNA-Abschnitt flankieren und die somit den Startpunkt der
DNA-Synthese festlegen. Es bedarf auch Desoxyribonucleosidtriphos-
phate (dNTPs) als Bausteine für die DNA-Stränge, die von der DNA-
Polymerase synthetisiert werden. Jeder PCR-Zyklus besteht aus den
folgenden 3 Schritten (Janning & Knust 2008, S.280-283):
• 1. Denaturierung der DNA: durch Erhitzen der DNA-
Doppelstränge auf 90-96◦ Celsius werden diese in ihre Einzel-
stränge getrennt.
• 2. Hybridisierung der Primer/Annealing: bei etwa 55-65◦ Celsius
können sich nun die Primer an ihre komplementären Sequenzen
anlagern.
• 3. Elongation/Amplifikation: bei 72◦ Celsius katalysiert die Taq-
Polymerase nun die Synthese von neuen DNA-Strängen, indem
sie an den 3’-Enden der Primer Desoxyribonucleosidtriphosphate
hinzufügt unter Verwendung des DNA-Einzelstrangs als Matrize.
Es werden etwa 20-60 Zyklen durchlaufen. In den ersten Zyklen entste-
hen zunächst DNA-Moleküle variabler Länge, aus denen in den folgen-
den Zyklen dann die gewünschten DNA-Amplifikationsprodukte mit
definierter Länge entstehen, die schließlich exponentiell vermehrt wer-
den (Holzapfel & Wickert 2007). Auf diese Weise ist es möglich,
schon geringe Mengen von DNA mithilfe der PCR zu vervielfältigen
(Janning & Knust 2008, S. 280-283).
Prinzip der Light Cycler™-PCR und der Schmelzkurvenanalyse Die
Light Cycler™-PCR ist eine Form der Real-Time-PCR. Diese ermög-
licht nicht nur eine Vervielfältigung von bestimmten DNA-Abschnitten
nach dem Prinzip der Poymerasekettenreaktion, sondern auch
eine Quantifizierung der PCR-Produkte in Echtzeit (Holzapfel &
Wickert 2007). Die Quantifizierung erfolgt über eine Fluoreszenz-
Messung von Farbstoffen, die als Hybridisierungssonden an die DNA-
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Zielsequenz binden. Die Fluoreszenz nimmt dabei proportional mit
den entstehenden PCR-Amplifikationsprodukten zu (Holzapfel &
Wickert 2007). Die dazu benötigten Hybridisierungssonden beste-
hen aus zwei verschiedenen Oligonucleotiden, die mit einem Donor-
bzw. einem Akzeptor-Farbstoff markiert sind und nebeneinander spezi-
fisch an bestimmte DNA-Sequenzen der amplifizierten PCR-Produkte
binden. Während eines PCR-Zyklus hybridisieren die Sonden nun mit
den komplementären DNA-Strängen. Zur Anregung wird Licht einer
bestimmten Wellenlänge genutzt, die den Donor-Farbstoff, nicht aber
den Akzeptor-Farbstoff aktiviert. Der Donor-Farbstoff überträgt mit-
tels Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) seine Energie auf
den Akzeptor-Farbstoff, der nun ein Fluoreszenzlicht mit einer länge-
ren Wellenlänge emittiert, das mit dem Light Cycler™-Gerät gemessen
werden kann. Nur im Falle einer Hybridisierung beider Sonden mit der
DNA ist der Abstand zwischen ihnen klein genug um einen Energie-
transfer zu ermöglichen. Die Fluoreszenz kann bei jedem Zyklus ge-
messen werden und erlaubt so Rückschlüsse auf die Menge des ampli-
fizierten DNA-Abschnitts.
Eine Genotypisierung kann mithilfe einer Light Cycler™-PCR unter
Verwendung allelspezifischer fluoreszenzfarbstoffmarkierter Hybridisie-
rungssonden und anschließender Schmelzkurvenanalyse erfolgen. Das
Prinzip der Schmelzkurvenanalyse ist es, verschiedene Amplifikations-
produkte anhand ihrer Schmelztemperaturen voneinander zu unter-
scheiden. Dazu erfolgt nach der PCR-Amplifikation eine langsame Er-
höhung der Temperatur. Dies führt zum Auftrennen von
DNA-Doppelsträngen in ihre Einzelstränge. Wie rasch diese Auftren-
nung stattfindet, ist abhängig von der Sequenz der Amplifikationspro-
dukte. Da zwischen den Basenpaaren Adenin und
Thymosin zwei Wasserstoffbrückenbindungen bestehen, zwischen
Cytosin und Guanin jedoch drei, haben zum Beispiel PCR-Produkte
mit Cytosin- und Guaninreiche Sequenzen auch höhere Schmelzpunkte
(Holzapfel & Wickert 2007). Durch die gleichzeitige und kontinu-
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ierliche Messung der Fluoreszenzintensität wird die daraus resultieren-
de Abnahme der Fluoreszenz registriert und in Form von Schmelzkur-
ven graphisch dargestellt (Nauck & März 2001).
Das in dieser Studie verwendete Primerpaar (Genbankakzessionsnum-
mer AF210633) des GHR fl-d3 ToolSets™ for LightCyler™ ermöglicht
die spezifische Amplifikation zweier Repeat-Segmente (je 169 bp): Re-
peat 1 im Falle des Vorliegens von GHRfl und Repeat 2 im Falle von
GHRd3. Diese beiden Repeat-Segmente unterscheiden sich nur im Hin-
blick auf drei SNP’s, die eine Differenzierung der beiden Allele mittels
Schmelzkurvenanalyse erlauben. Die verwendeten Hypridisierungsson-
den, sog. Anker- und Detektionssonden, binden während der Amplifi-
kation an komplementäre DNA-Sequenzen des Repeat 1-Segments bzw.
des Repeat 2-Segments und emittieren Licht nach Anregen des Donor-
farbstoffs durch eine externe Lichtquelle und Energietransfer auf den
Akzeptorfarbstoff. Die Ankersonde ist dabei zu einer Sequenz, die den
beiden Repeat-Segmenten 1 und 2 gemeinsam ist, voll komplementär
und hat einen höheren Schmelzpunkt. Die Detektionssonde ist zu ei-
ner Sequenz des Repeat-Segments 2 voll komplementär. Während der
anschließenden Temperaturerhöhung der Schmelzkurvenanalyse disso-
ziieren die Detektionsonden nun bei einer bestimmten Temperatur von
den komplementären Sequenzen. Dadurch wird der Energietransfer zur
Ankersonde unterbrochen und das Fluoreszenzsignal fällt ab. Wird in
einer graphischen Darstellung das Fluoreszenzsignal gegen die Tem-
peratur aufgetragen, erhält man die entsprechenden Schmelzkurven,
die zur einfachen Analyse in der ersten negativen Ableitung darstellt
werden (Nauck & März 2001). Da die Detektionssonde voll komple-
mentär zur Zielsequenz des Repeatsegments 2 ist, ist die Thermosta-
bilität dieses Komplexes höher und entsprechend auch der gemessene
Schmelzpunkt. Da sich die Repeatsegment 1 und Repeatsegment 2 an-
hand von drei SNP’s unterscheiden, bindet die Detektionssonde nicht
voll komplementär an die Zielsequenz des Repeatsegments 1. Aufgrund
dieses „Mismatchs“ zwischen Amplikon und Sonde ist die Thermosta-
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bilität geringer und die Detektionssonde dissoziiert schon bei niedri-
geren Temperaturen (Nauck & März 2001). Auf diese Weise ist ei-
ne Unterscheidung zwischen GHRfl-Allelen und GHRd3-Allelen mög-
lich: bei Vorliegen von GHRd3 weisen die Schmelzkurven einen höheren
Schmelzpunkt (etwa 60◦ Celsius) auf, bei Vorliegen von GHRfl einen
niedrigeren (etwa 50,5◦ Celsius). Bei Heterozygoten findet man zwei
Peaks in der Schmelzkurvenanalyse, siehe Abbildung 9.
 
Abb. 9: Schmelzkurvenanalyse (blau: homozygot für GHRfl; Rot: homozygot für
GHRd3; grün: heterozygot GHRfl/d3; schwarz: Kontrolle ohne DNA)
(Genes-4U 2005)
Nachfolgend sind die einzelnen Schritte von der DNA-Isolierung bis zur
Schmelzkurvenanalyse beschrieben:
3.4.2 DNA-Isolierung
Zelllyse
• 1. Auftauen des tiefgefrorenem EDTA-Blutes der Patientinnen
und der Proteinase K, Beschriften von 2 ml Safe-Lock-Eppendorf-
Tubes mit Probandennummern
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• 2. 1000 µl Patientinnen-EDTA-Blut + 1000 µl Erylyse (auf Eis)
jeweils in ein 2ml Safe-Lock-Gefäß pipettieren
• 3. Inkubation im Thrombostat für 2 Stunden bei – 4◦C
• 4. Zentrifugieren bei 0◦ Celsius und 14000 Umdrehungen, Dauer:
10 Minuten
• 5. Abpipettieren des Überstandes mit 1000 µl-DNA-Pipette und
Resuspendieren des am Boden gelegenen Pellets mit 1000 µl Ery-
lyse
• 6. Zentrifugieren, Abpipettieren und Resuspendieren (Schritt 4
und 5) mindestens dreimal wiederholen, bis Lösung hellrosa er-
scheint
• 7. Zentrifugieren bei 0◦C und 14000 Umdrehungen, Dauer: 10
Minuten
• 8. Überstand mit 1000 µl DNA-Pipette abpipettieren
• 9. 500 µl Lysinpuffer, 15 µl Protease K und 60 µl SDS-10 % in
jedes Gefäß hinzugeben und leicht mischen
• 10. Inkubieren über Nacht bei 65◦C
Extraktion
• 1. 500 µl Buffer-Saturated-Phenol pro Probe hinzugeben
• 2. 2 Minuten lang mischen
• 3. Zentrifugieren bei 0◦C und 14000 Umdrehungen, Dauer: 10
Minuten
• 4. weißlicher Überstand der Proben in eines der zuvor mit den
jeweiligen Probandennummern beschrifteten 1,5 ml Safe-Lock-
Gefäßes abpipettieren
• 5. Hinzugeben von 500 µl Chloroform-Isoamylalkohol (Mischver-
hältnis 24:1, d.h. 23 ml Chloroform + 1 ml Isoamylalkohol)
• 6. 2 Minuten lang mischen
• 7. Zentrifugieren bei 0◦C und 14000 Umdrehungen, Dauer: 10
Minuten
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• 8. Weißlicher Überstand in zweites beschriftetes Gefäß abpipet-
tieren
Replikation
• 1. 60 µl Na-Acetat pro Probe hinzugeben und vorsichtig mischen
• 2. Hinzugeben von 1000 µl Ethanol absolut 100%, kräftig mischen
• 3. Vorbereiten eines weiteren beschrifteten Gefäßes mit je 1000 µl
Ethanol 70%
• 4. Entnehmen des sichtbaren DNA-Faden aus dem zweiten Gefäß
mit einer sterilen Pipettenspitze und in das vorbereitete Gefäß
mit Ethanol 70% geben
• 5. Zentrifugieren bei 0◦C und 14000 Umdrehungen, Dauer: 10
Minuten
• 6. Klaren Überstand mit 1000 µl Pipette abpippetieren und ver-
werfen, Flüssigkeitsrückstände mit Q-Tipp vorsichtig entfernen,
so dass nur der sichtbare DNA-Faden im Gefäß verbleibt
• 7. Hinzugeben von 200 µl TE
• 8. Inkubation im Thrombostat für eine Stunde bei 37 ◦C
• 9. Lagerung bei ≤ -20 ◦C in einer Tiefkühltruhe bis zur Weiter-
verarbeitung
3.4.3 Vervielfältigung der isolierten DNA mittels Light
Cycler™-PCR
Vorbereitungen
• 1. Zentrifugieren der Oligo Tool Tube, die Primer, Anker-und
Detektionssonden beinhaltet sowie der Positiv-Kontrolle, die he-
terozygote DNA enthält
• 2. Lösen des Inhaltes der Oligo Tool Tube sowie der Positiv- Kon-
trolle mit 50 µl bzw. 20 µl Solvent
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• 3. Kurz mischen und Tubes wieder verschließen
• 4. Reaktionsgemisch (für eine Probe) wie folgt herstellen:
Reagenz Menge in µl
Oligo Tool (gelöst in Solvent) 2,8
Solvent 9,6
MgCl2 25 mM 1,6
Master Hybridization Probes (10x) 2
Gesamt 16
• 5. Hinzugeben von je 4 µl der isolierten DNA der Probanden
bzw. einer Referenz-DNA als Positiv-Kontrolle anstelle der zu
genotypisierenden DNA in die Glaskapillare
• 6. Negativ-Kontrolle (Reaktionsgemisch ohne DNA) präparieren
• 7. Platzieren der Glaskapillare in den LightCycler™
Light Cycler™-PCR und Schmelzkurvenanalyse Nach einer Dena-
turierung von 60 Sekunden bei 95◦C erfolgt die Amplifikation, bei der
60 PCR-Zyklen durchlaufen werden. Diese umfassen jeweils pro Zyklus
eine Denaturierung von 5 Sekunden bei 95◦C, ein Annealing von 10 Se-
kunden bei 55◦C sowie eine Elongation von 10 Sekunden bei 72◦C. An
die Amplifikation schließt sich automatisch die Schmelzkurvenanalyse
an. Diese umfasst zunächst eine erneute Denaturierung für 60 Sekunden
bei 95◦ Celsius und eine anschließende Abkühlung auf 40◦C für 60 Se-
kunden, damit die fluoreszenzmarkierten Sonden maximal hybridisieren
können. Nun wird die Temperatur langsam mit einer Rate von 0,1◦C
pro Sekunde auf 80◦C erhöht. Gleichzeitig wird kontinuierlich das Fluo-
reszenzsignal gemessen, um das Dissoziieren der Detektionssonden von
der Einzelstrang-DNA zu registrieren. Abschließend erfolgt eine Ab-
kühlung der Proben auf 40◦C über einen Zeitraum von 30 Sekunden.
Auf diese Weise können aufgrund der unterschiedlichen Schmelzpunkte
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die beiden Allele GHRd3 und GHRfl identifiziert werden. Die genauen
LightCycler™-Einstellungen nach Genes-4U für das GHR fl-d3 Tool-
Set™ sind im Anhang beigefügt.
3.4.4 IGF-1-Bestimmung mittels AMP-IGF-1-ELISA
Die quantitative Bestimmung von IGF-1 aus dem Serum erfolgte mit-
tels ELISA. Dazu wurde ein IGFBP-blockierendes Assay verwendet,
welches durch einen Überschuss an IGF-2 Interferenzen von IGF-1
mit IGFBPs verhindert, die ansonsten in unbehandelten Proben auf-
grund der langsamen Dissoziation des IGF-1/IGFBP-Komplexes wäh-
rend der Assay-Inkubationszeit zu falschen Ergebnissen führen können.
Eine physikalische Abtrennung von IGF-1 von seinen Bindungsprotei-
nen vor der eigentlichen IGF-1-Messung ist bei dem hier verwendeten
Assay nicht erforderlich. Die Dissoziation von IGF-1 und IGFBP er-
folgt über Verdünnung der Proben in einem sauren Puffer.
Der hier verwendete AMP-IGF-l-ELISA E20 ist an die internationale
Standardpräparation der WHO für IGF-1, WHO NIBSC 02/254 kali-
briert. Es handelt sich dabei um ein sog. Sandwich-Assay mit Verwen-
dung zweier spezifischer und hochaffiner Antikörper, die an jeweils ver-
schiedenen Epitopen des IGF-1-Moleküls binden. Die Mikrotiterplatten
sind mit Antikörper gegen IGF-1 beschichtet. Diese binden das in den
Serumproben enthaltene IGF-1. Nach Inkubationszeit und anschließen-
der Waschung verbleibt nur das an den ersten Antikörper gebundene
IGF-1 in den wells der Mikrotiterplatten. Es wird nun der zweite anti-
IGF-1-Antikörper hinzugegeben, der biotinylisiert ist und an das im-
mobilisierte IGF-1 bindet. Im nächsten Schritt wird ein Streptavidin-
Peroxidase-Enzymkonjugat hinzugegeben, welches an den biotinylisier-
ten Antikörper bindet. Schließlich erfolgt die Zugabe des Meerettich-
Peroxidase-(POD)-Substrats, welches von dem Enzymkonjugat umge-
setzt wird. Das Reaktionsprodukt ruft einen Farbumschlag hervor, der
mittels Photometer gemessen wird. Die Farbintensität steigt mit der
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Konzentration des entstandenen Reaktionsprodukts und ist somit pro-
portional zum IGF-1-Gehalt der Probe. Standardseren bestehen aus re-
kombinantem IGF-1 in Konzentrationen von 2, 5, 15, 30 und 50 ng/ml
und dienen dem Erhalt der Standardkurve. Damit kann schließlich aus
den gemessenen optischen Dichten die IGF-1-Konzentration der Probe
errechnet werden.
Nachfolgend werden die einzelnen Schritte beschrieben:
• 1. 10 µl Serum in 200 µg Probenpuffer PP pipettieren, mischen
und 1 Stunde lang bei Raumtemperatur inkubieren
• 2. Standards A-E sowie Kontrollseren KS1 und KS2 mit jeweils
500 µg Probenpuffer PP rekonstituieren
• 3. Jeweils 10 µl Kontrollserum KS1 btw. KS2 in 200µg Proben-
puffer PP pipettieren, mischen und 1 Stunde lang bei Raumtem-
peratur inkubieren
• 4. 50 ml Waschpuffer mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen
• 5. 80 µg Antikörperkonjugat in alle verwendeten wells der Mikro-
titerplatte pipettieren
• 6. Jeweils 20 µg Probenpuffer PP als Leerwert in die Positionen
A1 und A2 pipettieren
• 7. Jeweils 20 µg Standard A(2 ng/ml) in die Positionen B1 und
B2 pipettieren
• 8. Jeweils 20 µg Standard B (5 ng/ml) in die Positionen C1 und
C2 pipettieren
• 9. Jeweils 20 µg Standard C (15 ng/ml) in die Positionen D1 und
D2 pipettieren
• 10. Jeweils 20 µg Standard D (30 ng/ml) in die Positionen E1
und E2 pipettieren
• 11. Jeweils 20 µg Standard E (50 ng/ml) in die Positionen F1 und
F2 pipettieren
• 12. Jeweils 20 µg Kontrollserum KS1 in die Positionen G1 und
G2 pipettieren
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• 13. Jeweils 20 µg Kontrollserum KS2 in die Positionen H1 unf H2
pipettieren
• 14. Jeweils 20 µg der verdünnten Serumproben in die restlichen
wells pipettieren
• 15. Abdecken der Platte mit Klebefolie und eine Stunde bei Raum-
temperatur unter Schütteln (350rpm) inkubieren
• 16. Absaugen und Platte mit jeweils 300 µg Waschpuffer pro well
fünfmal waschen
• 17. 100 µg Enzymkonjugat in jedes well pipettieren
• 18. Abdecken der Platte mit Klebefolie und 30 Minuten bei Raum-
temperatur unter Schütteln (350rpm) inkubieren
• 19. Absaugen und Platte mit jeweils 300 µg Waschpuffer pro well
fünfmal waschen
• 20. 100 µg Substratlösung in jedes well pipettieren
• 21. Platte im Dunkeln 15 Minuten lang bei Raumtemperatur in-
kubieren
• 22. 100 µg Stopplösung in jedes well pipettieren
• 23. Ausmessen der Extinktion innerhalb von 30 Minuten bei 450
nm (Referenzfilter ≥ 590 nm)
3.5 Statistische Analysen
3.5.1 Verteilung der Genotypen, Überprüfung eines genetischen
Gleichgewichtes
Das Hardy-Weinberg-Gesetz nach G.H. Hardy und W. Weinberg
stellt ein wichtiges mathematisches Modell in der Populationsgenetik
zur Beschreibung von Alllelhäufigkeiten in einer Population dar. Un-
ter Annahme einer idealen Population, die weder Selektion, Mutati-
on, noch Migration aufweist und in der Panmixie herrscht, ändert sich
die Allelfrequenz von Generation zu Generation nicht, d.h. es liegt ein
Gleichgewicht vor, auch Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) genannt.
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Gibt es von einem Gen zwei mögliche Ausprägungen, zwei Allele, an-
genommen Allel a und Allel A, so gilt für die Allelfrequenzen p (A)
für das Allel A und q (a) für das Allel a: p(A) + p(a) = 1. Für die
relativen Häufigkeiten h der drei möglichen Genotypen AA, Aa und
aa gilt: h(AA) + h(Aa) + h(aa) = 1. Das Verhältnis der drei Geno-
typen zueinander bleibt auch in den folgenden Generationen gleich.
Diese Gesetzmäßigkeit wird nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz nach
der Formel (p + q)2 = p2 + 2pq + q2 = 1 beschrieben, mit der die
relativen Häufigkeiten h der drei Genotypen errechnet werden können:
h(AA) = p2;h(Aa) = 2pq;h(aa) = q2.
Um zu überprüfen, ob die Ergebnisse der Genotypisierung dem Hardy-
Weinberg-Gesetz folgen, wurden die nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz
ermittelten Genotypfrequenzen (erwartet) mit den tatsächlich gemes-
senen Genotypisierungsergebnissen (beobachtet) verglichen. Im Falle
eines Hardy-Weinberg-Equilibriums gibt es keinen statistisch signifi-
kanten Unterschied zwischen den beiden Ergebnissen.
Eine Möglichkeit zur Darstellung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts
ist das De-Finetti-Diagramm. De Finetti (1906-1985) war ein italieni-
scher Mathematiker, der unter anderem eine Methode zur graphischen
Darstellung der Verteilung von Frequenzen von Genotypen innerhalb
einer Population und deren Verhältnis zueinander entwarf: in einem
gleichseitigen Dreieck entsprechen die Längen der Senkrechten eines
Punktes innerhalb des Dreiecks zu den Seiten des Dreiecks die rela-
tiven Häufigkeiten der drei Genotypen. Die Längen der Senkrechten
ergeben in ihrer Summe die Höhe des Dreiecks, die auf den Wert 1
festgelegt ist. Populationen, die sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
befinden, stellen sich im De-Finetti-Diagramm auf einer Parabel dar. In
Abbildung 10 sind zur Veranschaulichung die Senkrechten des Punktes
F zu den Seiten des Dreiecks mit a, b und c bezeichnet, deren Länge
in der Summe die Höhe des Dreiecks ergeben. Die Länge der Senkrech-
ten c beschreibt die Frequenz des Genotyps Aa, die Länge von a die
Frequenz des Genotyps AA und die Länge von b die Frequenz des Ge-
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notyps aa. Der Punkt F stellt eine Population dar, die sich nicht im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befindet, da sie weniger Heterozygote
Aa aufweist, als man für eine Population im HWE erwarten würde
(Held 2008, S. 4-6). Der Schnittpunkt Q, in dem sich die Senkrechte
c mit der x-Achse schneidet, gibt die Allelfrequenz q des Allels A an.
Der Punkt G dagegen befindet sich auf der Parabel und bezieht sich
auf eine Population, die sich im HWE befindet (Held 2008, S. 4-6).
Um die Allelhäufigkeiten von GHRfl bzw. GhRd3 sowie die Häufigkei-
ten der Genotypen fl/fl, d3/fl, d3/d3 in der Fallgruppe und der Kon-
trollgruppe zu berechnen und deren Verteilung in den beiden Gruppen
zu vergleichen sowie auf ein Hardy-Weinberg-Gleichgewicht zu über-
prüfen, wurde mithilfe einer Software des Helmholtz Zentrum Mün-
chen (Strom & Wienker 2006, http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/
hwa1.pl) sowie der Software De Finetti Generator des Instituts für
medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie der Universität
Bonn in der Version 3.0.5 (Henschke 2007, https://finetti.meb.
uni-bonn.de) gearbeitet, welche eine graphische Darstellung im De
Finetti-Diagramm und die Durchführung folgender Tests ermöglichten:
Armitage’s trend Test, Allelfrequenzdifferenztest, Test unter einem do-
minanten bzw. einem rezessiven Modell, Test unter einem homozygoten
bzw. heterozygotem Modell sowie Chi2-Test mit 2 Freiheitsgraden. Mit
diesen Tests konnten Odds Ratios (OR) und 95%-Konfidenzintervalle
errechnet werden, um eine mögliche Assoziation der Genotypen mit
dem Auftreten von Brustkrebs zu überprüfen. Außerdem konnten mit-
hilfe der Software und sowie auch mit SPSS Chi2-Tests zur Analyse von
Häufigkeitsunterschieden zwischen Fall- und Kontrollgruppe durchge-
führt werden. Der mit dem Armitage’s Trend Test ermittelte p-Wert
diente der Überprüfung der These, ob es eine Assoziation zwischen
der Anzahl der Risikoallele (0 Allele GHRd3, 1 Allel GHRd3, 2 Allele
GHRd3) und dem Auftreten von Brustkrebs gibt.
52
3 Material und Methoden
1.2 Beispiele 5
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
−0.2
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
aa AA
Aa
q
a
b
c
F
Q
0.5
0.25 0.25
0.5
G
Abb. 1.1: Das nach dem italienischen Statistiker Bruno de Finetti (1906–1985) benannte
de Finetti-Diagramm stellt die relativen Genotypha¨ufigkeiten P(AA) = pi1, P(aa) = pi3 und
P(Aa) = pi2 in einer biallelischen, diploiden Population als La¨ngen der Lote a, b und c von
einem inneren Punkt F eines gleichseitigen Dreiecks auf die Seiten dar. Dies ist sinnvoll,
da sich diese La¨ngen von jedem inneren Punkt aus zur Ho¨he des Dreiecks, die auf 1 gesetzt
wird, summieren. Das Verha¨ltnis der Streckenla¨nge aa,Q zur Seitenla¨nge aa,AA gibt die
relative Allelha¨ufigkeit q von A an. Die Populationen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
liegen auf dem Unterraum der Parabel 2q(1− q); Punkt G stellt beispielsweise eine solche
Population mit q = 0.5 dar, wa¨hrend in der Population F deutlich weniger Heterozygote
Aa als im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erwartet vorhanden sind.
Ha¨ufig stellt sich nun die Frage, ob sich eine bestimmte Population bzgl. eines be-
stimmten Genotypes im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befindet. Im Rahmen einer
Studie in Island wurden beispielsweise n = 747 Personen zufa¨llig ausgewa¨hlt und auf
eine bestimmte Blutgruppenkategorie hin untersucht. Die Ha¨ufigkeiten der drei Geno-
typen AA, Aa und aa ergaben sich zu x1 = 233, x2 = 385 und x3 = 129. Einerseits
interessiert man sich nun fu¨r die statistische Scha¨tzung des unbekannten Parameters q
unter Annahme des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts in der zugrundeliegenden Popula-
tion. Wir werden verschiedene Verfahren kennenlernen, wir man diesen Parameter und
die daraus abgeleiteten Parameter pi1, pi2 und pi3 scha¨tzen kann. Anderseits mo¨chte man
Abb. 10: De Finetti-Diagramm (Held 2008, S. 5)
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3.6 Analyse der normal verteilten bzw. nicht normal
verteilten klinischen Daten
Nicht-normal verteilte Daten wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-
Tests als nichtparametrischer Test analysiert. Im Falle von normal ver-
teilten Daten kam der t-Test für unverbundene Stichproben als para-
metrischer Test zur Anwendung. Es wurden Mittelwert, Median, Stan-
dardabweichung, Maximum, Minimum 25%- und 75%-Perzentile für
diese Daten berechnet. Ein p-Wert von ≤ 0,05 wurde als signifikant
betrachtet. Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde untersucht, ob sich die
drei Genotypen im Hinblick auf die erhobenen klinischen Daten unter-
schieden. Die statistischen Analysen erfolgten unter Verwendung von
IBM SPSS Statistics der SPSS Inc. in der aktuellen Version 20.
3.7 Ethik
Nachdem das Studienprotokoll der Ethikkomission des Fachbereichsrats
Humanmedizin der Philipps- Universität Marburg vorgelegt wurde, er-
teilte diese ein positives Ethikvotum am 01.07.2009.
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4.1 Verteilung der GHRfl/d3-Genotypen und
Allelfrequenzen in Fall- und Kontrollgruppe
Von den 125 Probandinnen mit positiver Brustkrebsanamnese waren 63
homozygot für den Genotyp fl/fl (50,4%), 48 heterozygot für den Ge-
notyp fl/d3 (38,4%)und 14 homozygot für den Genotyp d3/d3 (11,2%).
In der Kontrollgruppe ohne maligne Erkrankungen und ohne Hinwei-
se auf Brustkrebserkrankungen in der Familie konnte bei 65 der 125
Probandinnen der Genotyp fl/fl (52%) nachgewiesen werden, 50 Pro-
bandinnen waren Träger des Genotyps fl/d3 (40%) und 10 des Genotyps
d3/d3 (8%), siehe Tabelle 2 und Abbildung 11.
Tab. 2: Anzahl bzw. relative Häufigkeiten der drei Genotypen in Fall-und
Kontrollgruppe (fl/fl= homozygote GHRfl-Träger, fl/d3= heterozygote
GHRfl/GHRd3-Träger, d3/d3= homozygote GHRd3-Träger, n=Anzahl)
Gruppe fl/fl (%) fl/d3 (%) d3/d3 (%) n
Mamma-CA 63 (50,4%) 48 (38,4%) 14 (11,2%) 125
Kontrollen 65 (52%) 50 (40%) 10 (8%) 125
Gesamt 128 (51,2%) 98 (39,2%) 24 (9,6%) 250
Im gesamten Studienkollektiv wurde eine Allelfrequenz des
Wachstumshormon-full-length-receptor (GHRfl) von 70,8% gemessen,
die des Wachstumshormon-Rezeptor-Deletion-Exon 3 (GHRd3)-
Polymorphismus betrug 29,2%. Sie entsprechen den gemessenen Al-
lelfrequenzen anderer anerkannter veröffentlichter Studien, die kauka-
sische Populationen untersuchten (Dos Santos et al. 2004; Jorge
et al. 2006; Pantel et al. 2000; Toyoshima et al. 2007). Die GHRfl-
Allelfrequenz lag in der Fallgruppe bei 69,6%, in der Kontrollgruppe
bei 72%. Die GHRd3-Allelfrequenz betrug in der Fallgruppe 30,4%, in
der Kontrollgruppe 28%. Da jede Probandin jeweils zwei Allele besitzt,
55
4 Ergebnisse
Abb. 11: Genotypenverteilung in Fall-und Kontrollgruppe (fl/fl=homozygote
GHRfl-Träger, fl/d3=heterozygote GHRfl/GHRd3-Träger,
d3/d3=homozygote GHRd3-Träger)
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ergibt sich die doppelte Samplegröße, siehe auch Tabelle 3.
Tab. 3: Anzahl und relative Häufigkeiten der GHRfl-Allelträger und der GHRd3-
Allelträger in Fall-und Kontrollgruppe
Gruppe GHRfl (%) GHRd3 (%) n
Mamma-CA 174 (69,6%) 76 (30,4%) 250
Kontrollen 180 (72%) 70 (28%) 250
Gesamt 354 (70,8%) 146 (29,2%) 500
Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten und den tatsächlich be-
obachteten Frequenzen der drei Genotypen in dieser Studie (p=1,00 in
der Kontrollgruppe und p=0,30 in der Fallgruppe), so dass ein Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht angenommen werden kann (Tabelle 4). Dies
wird im unten stehenden De-Finetti-Diagramm (Abbildung 12) veran-
schaulicht: die Parabel in dem gleichseitigen Dreieck beschreibt Popula-
tionen, die sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befinden (vgl. auch
Abschnitt 3.5.1).
Die Längen der Senkrechten zu den drei Seiten des Dreiecks (blau:
Mamma-Karzinom-Gruppe; schwarz: gesunde Kontrollgruppe) entspre-
chen den relativen Häufigkeiten der drei Genotypen. Der Schnittpunkt
der Senkrechten zur x-Achse gibt die GHRfl-Allelfrequenz (in der Ab-
bildung 12 mit Allele 1 bezeichnet) an.
57
4 Ergebnisse
Tab. 4: Vergleich der erwarteten und tatsächlich beobachteten Genotypfrequenzen
(fl/fl= homozygote GHRfl-Träger, fl/d3= heterozygote GHRfl/GHRd3-
Träger, d3/d3= homozygote GHRd3-Träger, * nach Hardy-Weinberg-
Gesetz, p-Wert+ für Verteilung im Hardy-Weinberg-Equilibrium)
Gruppen- Genotyp Häufigkeit (%) p-Wert+
zugehörigkeit Beobachtet Erwartet*
Mamma-CA fl/fl 50,4% 48,4%
fl/d3 38,4% 42,3%
d3/d3 11,2% 9,2% 0,3
Kontrollen fl/fl 52% 51,8%
fl/d3 40% 40,3%
d3/d3 8% 7,8% 1,0
Gesamt fl/fl 51,2% 50,1%
fl/d3 39,2% 41,4%
d3/d3 9,6% 8,5% 0,4
4.2 Tests zur Überprüfung einer möglichen Assoziation
des GHRd3-Polymorphismus mit dem Auftreten
von Brustkrebs
Um zu analysieren, ob der GHRd3-Polymorphismus mit einer positi-
ven Brustkrebsanamnese assoziiert ist, wurden mithilfe der oben aufge-
führten Kontingenztafeln (Tabelle 2 und Tabelle 3) Odds Ratios unter
verschiedenen Modellannahmen als Annäherung für das relative Risiko
bei Fall-Kontroll-Studien berechnet:
4.2.1 Allelfrequenzdifferenztest
Mithilfe der Vierfeldertafel in Tabelle 3 lässt sich die „Odds“ der GHRd3-
Allelträger an Brustkrebs zu erkranken gegenüber der „Odds“ der GHRfl-
Allelträger ermitteln. Man erhält eine Odds Ratio von 1,1 mit einem
95%-Konfidenzintervall von 0,8 bis 1,7 und p=0,6 nach Chi2-Statistik.
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Abb. 12: De-Finetti-Diagramm (blau: Fälle, schwarz: Kontrollen, allele 1: GHRfl,
Schnittpunkt mit x-Achse: GHRfl-Frequenz (Strom & Wienker 2006,
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl)
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4.2.2 Test unter einem homozygoten bzw. heterozygoten Modell
Betrachtet man die Kontingenztafel der Genotypenverteilung in Ta-
belle 2, so kann man zum einen eine Odds Ratio unter einem homo-
zygoten Modell errechnen, indem man die „Odds“ an Brustkrebs zu
erkranken für diejenigen Probandinnen, die rein homozygote GHRd3-
Allelträgerninnen sind, zu der „Odds“ für die Probandinnen in Ver-
hältnis setzt, die homozygote GHRfl-Trägerinnen sind. Die errechnete
Odds Ratio beträgt 1,4 mit einem 95%- Konfidenzintervall von 0,6 bis
3,5 und p=0,4.
Zum anderen kann man unter einem heterozygoten Modell die „Odds“
an Brustkrebs zu erkranken für heterozygote GHRd3-Trägerinnen ge-
genüber der „Odds“ für homozygote GHRfl-Trägerinnen ermitteln. Die
errechnete Odds Ratio beträgt 0,99 mit einem 95%-Konfidenzintervall
von 0,6 bis 1,7 und p=0,97.
4.2.3 Test unter einem dominanten bzw. rezessiven Modell
Setzt man die „Odds“ an Brustkrebs zu erkranken für die Probandin-
nen, die Träger mindestens eines GHRd3-Allels sind, mit der „Odds“
für Probandinnen mit rein homozygotem GHRfl-Genotyp in Verhältnis,
ergibt sich eine Odds Ratio von 1,07 mit einem 95%igen Konfidenzin-
tervall von 0,6 bis 1,8 und p=0,8. Dies entspricht einem dominanten
Krankheitsmodell. Bei einem rezessiven Krankheitsmodell betrachtet
man die Probandinnen mit zwei GHRd3-Alllelen als exponiert gegen-
über den übrigen Probandinnen mit dem Genotyp GHRd3/GHRfl und
GHRfl/GHRfl als Nicht-Exponierte. Die errechnete OR beträgt 1,45
mit 95%-KI von 0,6-3,4.
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4.2.4 Gesamt-Odds Ratio, Armitage’s Trend Test, Chi2-Statistik
nach Pearson
Der Chi2-Test nach Pearson mit zwei Freiheitsgraden konnte keinen si-
gnifikanten Unterschied in der Verteilung der drei Genotypen (fl/fl,
fl/d3, d3/d3) zwischen den beiden untersuchten Probandengruppen
nachweisen (p=0,69). Die Assoziationsanalyse mittels Armitage’s Trend
Test ergab bei einem p-Wert von 0,56 kein signifikantes Ergebnis. Es
konnte mithilfe der Software des Helmholtz-Zentrums ein Gesamt-Odds
Ratio von 1,15 errechnet werden, d.h. die Chance an Brustkrebs zu er-
kranken erhöhte sich bei Vorliegen eines GHRd3-Allels um den Faktor
1,15, beim Vorliegen von zwei GHRd3-Allelen um den Faktor 1,15 *
1,15 = 1,32, im Vergleich zu 0 Risikoallelen.
In Anbetracht der errechneten OR sowie der zugehörigen Konfidenz-
intervalle (siehe auch Tabelle 5) zeigte sich in dieser Studie keine sta-
tistisch signifikante Assoziation des GHRd3-Polymorphismus mit dem
Auftreten von Brustkrebs.
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Tab. 5: OR und 95%-Konfidenzintervalle (OR=Odds Ratio, p-Wert auf einem Signifikanzniveau von α=5%)
Durchgeführter Test Odds Ratio 95%-Konfidenz- p-Wert*
intervall
Allelfrequenzdifferenztest 1,1 0,8-1,7 0,6
(GHRd3-Allelträger vs. GHRfl-Allelträger)
Test unter homozygotem Modell 1,4 0,6-3,5 0,4
(GHRd3/d3 vs. GHRfl/fl)
Test unter heterozygotem Modell 0,99 0,6-1,7 0,97
(GHRd3/fl vs. GHRfl/fl)
Test unter dominanten Model 1,07 0,6-1,8 0,8
(GHRd3/d3 und GHRd3/fl vs. GHRfl/fl)
Test unter rezessivem Modell 1,45 0,6-3,4 0,4
(GHR d3/d3 vs. GHRd3/fl und GHRfl/fl)
Gesamt Odds Ratio 1,15
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4.3 IGF-1-Serumkonzentrationen in Fall-und
Kontrollgruppe
Von den 124 der 125 Probandinnen der Kontrollgruppe konnte IGF-
1 im Serum bestimmt werden. Die mittlere IGF-1-Konzentration im
Serum lag hier bei 140,5 ng/ml, der Median bei 132,0 ng/ml und die
Standardabweichung bei ± 65,8 ng/ml. Die am niedrigsten gemesse-
ne IGF-1-Serumkonzentration in dieser Gruppe war 2 ng/ml, die am
höchsten gemessene 345 ng/ml (Abbildung 13).
Bei 124 Probandinnen mit positiver Brustkrebsanamnese konnte IGF-1
im Serum bestimmt werden. Hier lag die mittlere IGF-1-Konzentration
im Serum bei 150,0 ng/ml, der Median bei 138,0 ng/ml und die Stan-
dardabweichung bei ± 67,5 ng/ml (Abbildung 14). Der am höchsten
gemessene IGF-1-Wert war 393 ng/ml, der niedrigste Wert war 7 ng/ml
in dieser Gruppe.
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Abb. 13: IGF-1-Werte im Serum von gesunden Kontrollen
In dieser Studie zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0,26) im Hinblick auf die mittlere IGF-1-Konzentration im Serum
zwischen Probandinnen mit Brustkrebs und gesunden Kontrollen auf
einem Signifikanzniveau von 5% (Abbildung 15).
4.4 Einfluss des Genotyps auf die
IGF-1-Serumkonzentration
Homozygote GHRfl-Träger wiesen im Mittel eine IGF-1-
Serumkonzentration von 142,5 ng/ml auf (Median: 128,5 ng/ml, Stan-
dardabweichung ± 63,6 ng/ml). Bei Probandinnen mit dem Geno-
typ GHRfl/d3 lag die mittlere IGF-1-Konzentration bei 145,3 ng/ml,
der Median bei 150,0 ng/ml und die Standardabweichung bei ± 62,4
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Abb. 14: IGF-1-Werte im Serum von Probandinnen mit Brustkrebsanamnese
ng/ml. Bei Probandinnen mit homozygotem GHRd3-Genotyp konnte
eine mittlere IGF-1-Konzentration von 160,3 ng/ml gemessen werden,
der Median lag bei 143,0 ng/ml und der Standardabweichung bei ±
96,6 ng/ml (Abbildung 16).
In dieser Studie konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen den drei Genotypen GHRfl/fl, GHRfl/d3 und GHRd3/d3 bezüg-
lich der gemessenen IGF-1-Konzentration im Serum (p=0,85) nachge-
wiesen werden. Die mittlere IGF-1-Serumkonzentration von Trägern
mindestens eines GHRd3-Allels unterschied sich auf einem Signifikanz-
niveau von 5% nicht statistisch signifikant von den rein homozygoten
GHRfl-Trägern (p=0,5).
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Abb. 15: Vergleich der IGF-1-Serumkonzentrationen zwischen Fällen und Kontrol-
len
4.5 Klinische Parameter
4.5.1 Alter
Das Alter der gesunden Probandinnen der Kontrollgruppe lag zum Zeit-
punkt der Studienteilnahme im Mittel bei 69,96 Jahren, der Median bei
72 Jahren und die Standardabweichung bei ± 11,2 Jahren. Die jüngste
Studienteilnehmerin in dieser Gruppe war 41 Jahre, die Älteste war 89
Jahre alt (siehe Abbildung 17). Das mittlere Alter der Patientinnen mit
positiver Brustkrebsanamnese lag zum Zeitpunkt der Studienteilnahme
bei 61,3 Jahre, der Median war 61 Jahre und die Standardabweichung
lag bei ± 11,6 Jahren. Die jüngste Studienteilnehmerin in dieser Grup-
pe war 31 Jahre alt, die Älteste 87 Jahre (siehe auch Abbildung 18). Die
gesunden Probandinnen waren zum Zeitpunkt der Studienteilnahme im
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Abb. 16: Gemessene IGF-1-Serumkonzentrationen in Bezug auf den vorliegenden
Genotyp (GHRfl/fl, GHRfl/d3, GHRd3/d3)
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Mittel 8,7 Jahre älter als die Probandinnen mit positiver Brustkreb-
sanamnese (siehe auch Abbildung 19). Die beiden Gruppen unterschie-
den sich im Hinblick auf das Alter zum Zeitpunkt der Studienteilnah-
me statistisch signifikant voneinander (p<0,001). Das Alter hingegen,
in dem die Patientinnen an Brustkrebs erkrankten, lag im Mittel bei
58,1 Jahren, der Median bei 59 Jahren und die Standardabweichung
bei ± 11,2 Jahren. Das Durchschnittsalter der gesunden Probandinnen
lag 11,9 Jahre über dem mittleren Erkrankungsalter der Patientinnen
an Brustkrebs.
Abb. 17: Altersverteilung Kontrollgruppe
4.5.2 Einfluss des Genotyps auf das Erkrankungsalter
Da von Gebre-Medhin et al. anhand einer zwar kleinen Anzahl von
untersuchten Probandinnen beschrieben wurde, dass Patientinnen mit
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Abb. 18: Altersverteilung der Probandengruppe mit Brustkrebsanamnese
invasivem duktalen Mammakarzinom und Nachweis von GHRd3-cDNA
statt GHRfl-cDNA im Tumorgewebe signifikant jünger waren (41 Jahre
versus 59 Jahre) (Gebre-Medhin et al. 2001), wurde ein möglicher Zu-
sammenhang zwischen Genotyp und dem Erkrankungsalter analysiert.
Das mittlere Erkrankungsalter der fl/fl-Trägerinnen lag bei 58,8 Jah-
ren (Standardabweichung ± 11 Jahre), der fl/d3-Trägerinnen bei 57,5
Jahren (Standardabweichung ± 12 Jahre) und der d3/d3-Trägerinnen
bei 57,5 Jahren (Standardabweichung ± 9,3 Jahre). Es konnte keine
statistisch signifikante Assoziation zwischen den drei Genotypen (fl/fl,
fl/d3, d3/d3) und dem Erkrankungsalter nachgewiesen werden (p=0,8).
Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Trä-
gern von mindestens einem GHRd3-Allel und den homozygoten GHRfl-
Trägern im Hinblick auf das mittlere Erkrankungsalter (p=0,53), siehe
Abbildung 20.
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Abb. 19: Vergleich Alter der Fall- und Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der Studien-
teilnahme
Abb. 20: Vergleich Erkrankungsalter zwischen GHRd3-Trägern und Non-GHRd3-
Trägern
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4.5.3 Nikotinkonsum
45 Patientinnen mit Brustkrebs (36%) hatten eine positive Raucher-
anamnese. In der Kontrollgruppe gaben 30 Probandinnen (24%) an, zu
rauchen oder in der Vergangenheit dauerhaft geraucht zu haben, siehe
auch Abbildung 21. Es wurde eine Odds Ratio von 1,78 mit einem 95%-
Konfidenzintervall von 1,03 bis 3,09 und p=0,04 nach Chi2-Statistik
errechnet. In dieser Studie war demnach die „Odds“, eine positive Ana-
mnese im Hinblick auf Brustkrebs zu haben für Patientinnen, die rau-
chen oder in der Vergangenheit geraucht haben, um den Faktor 1,78
höher als für Nichtraucherinnen.
Um den Ausmaß des Zigarettenkonsums noch genauer zu quantifizie-
ren, wurden die Probandinnen nach der Dauer der Zigarettenkonsums
sowie der Anzahl der gerauchten Zigaretten pro Tag befragt zur Ermitt-
lung der Packungsjahre (py), wobei eine Packungsgröße von jeweils 20
Zigaretten angenommen wurde. Im Mittel wurden insgesamt 5,1 py
geraucht bei einer Standardabweichung von ± 11,3 py. Probandinnen
mit positiver Brustkrebsanamnese rauchten im Mittel 6,2 py bei einer
Standardabweichung von ± 12,5 py und einem Maximum von 80 py.
Probandinnen der Kontrollgruppe rauchten im Mittel 3,9 py bei einer
Standardabweichung von ± 9,8 py und einem Maximum von 52,5 py.
In dieser Studie zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Hinblick
auf die konsumierten Packungsjahre zwischen Fall- und Kontrollgrup-
pe (p=0,035 nach Mann-Whitney-U).
4.5.4 Körpergewicht
Das mittlere Kärpergewicht der Kontrollgruppe betrug 70,4 kg, der
Median 70 kg und die Standardabweichung ± 12,8 kg bei einem Mi-
nimum von 49 kg und einem Maximum von 108 kg. Die Patientinnen
mit Brustkrebsdiagnose wogen im Mittel 74,7 kg mit einem Median
von 72 kg und einer Standardabweichung von ± 15,9 kg, das niedrigste
71
4 Ergebnisse
Abb. 21: Raucherverteilung in Fall-und Kontrollgruppe
Gewicht lag bei 48 kg, das höchste Körpergewicht bei 120 kg, siehe
Abbildung 22.
Wie in Abbildung 23 und Abbildung 24 veranschaulicht ist, kann man
von einer Normalverteilung in beiden Gruppen ausgehen. Das mittlere
Körpergewicht zwischen beiden Gruppen unterschied sich statistisch
signifikant (p=0,019) auf einem Signifikanzniveau von 5%.
4.5.5 Körpergröße
Die mittlere Größe lag in der Kontrollgruppe bei 162,1 cm, der Median
bei 163 cm, die Standardabweichung bei ± 6,9 cm. Es wurde ein Maxi-
mum von 182 cm und ein Minimum von 145 cm gemessen. In der Grup-
pe mit positiver Anamnese im Hinblick auf Brustkrebs lag die mittlere
Größe bei 164,5 cm, der Median bei 165 cm und die Standardabwei-
chung bei ± 6,8 cm. Der kleinste gemessene Wert in dieser Gruppe war
150 cm, der größte 186 cm. Die beiden Gruppen unterschieden sich im
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Abb. 22: Gewichtsverteilung in Fall- und Kontrollgruppe
Abb. 23: Gewichtsverteilung der Fälle mit Normalverteilung
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Abb. 24: Gewichtsverteilung der Kontrollen mit Normalverteilung
Hinblick auf ihre mittlere Körpergröße statistisch signifikant (p=0,009)
voneinander, siehe Abbildung 25.
4.5.6 Body-Mass-Index (BMI)
Anhand der Größe und des Gewichts wurde der Body-Mass-Index (BMI)
der einzelnen Probandinnen errechnet. Daraus ergab sich insgesamt ein
mittlerer BMI von 27,2 kg/m2, ein Median von 26,2 kg/m2 und eine
Standardabweichung von ± 5,4 kg/m2. In der Kontrollgruppe wurde
ein mittlerer BMI von 26,8 kg/m2, ein Median von 25,8 kg/m2 und
eine Standardabweichung von ± 5,2 kg/m2 gemessen. Bei den Proban-
dinnen mit positiver Brustkrebsanamnese lag der BMI im Mittel bei
27,6 kg/m2, der Median bei 25,6 kg/m2 und die Standardabweichung
bei ± 5,6 kg/m2, siehe auch Abbildung 26. Es konnte kein signifikan-
ter Unterschied (p=0,405) im Hinblick auf den gemessenen BMI zum
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Abb. 25: Vergleich Körpergröße zwischen Fall-und Kontrollgruppe
Zeitpunkt der Studienteilnahme zwischen Fall- und Kontrollgruppe auf
einem Signifikanzniveau von 5% festgestellt werden.
4.5.7 Einnahme von Kontrazeptiva
Von den 125 Probandinnen ohne Brustkrebs in der Eigen- und Famili-
enanamnese gaben 88 Frauen (70,4%) an, nie Kontrazeptiva eingenom-
men zu haben, 3 von 125 (2,4%) höchstens ein Jahr lang und 34 (27,2%)
länger als ein Jahr. Von den 125 Probandinnen mit Brustkrebs in der
Eigenanamnese haben 49 Frauen (39,2%) noch nie Kontrazeptiva einge-
nommen, 11 (8,8%) gaben an, sie höchstens 1 Jahr lang eingenommen
zu haben und 65 (52%) nahmen sie länger als 1 Jahr ein, siehe auch
Abbildung 27. Setzt man die Odds für eine Brustkrebserkrankung bei
einer Einnahme von Kontrazeptiva, die länger als ein Jahr erfolgte,
in Verhältnis zu der Odds bei fehlender Einnahme von Kontrazeptiva,
so erhält man eine OR von 3,4 mit einem 95%-Konfidenzintervall von
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Abb. 26: Vergleich BMI zwischen Kontroll- und Fallgruppe
2,0 bis 5,9 (p-Wert<0,001). Die „Chance“, eine positive Anamnese im
Hinblick auf Brustkrebs zu haben, war demnach in der Studie für Frau-
en, die Kontrazeptiva länger als ein Jahr eingenommen haben, um den
Faktor 3,4 höher als für Frauen, die nie Kontrazeptiva eingenommen
haben.
4.5.8 Einnahme von Hormonersatztherapie
102 Probandinnen (81,6%) ohne Brustkrebs in der Eigenanamnese und
Familienanamnese gaben an, nie eine Hormonersatztherapie in der Post-
menopause eingenommen zu haben, 4 (3,2%) nahmen sie höchstens
ein Jahr lang ein und 19 Probandinnen (15,2%) länger als ein Jahr.
Von den Probandinnen mit positiver Brustkrebsanamnese nahmen 96
(76,8%) nie eine Hormonersatztherapie ein, 4 (3,2%) höchstens ein Jahr
lang und 25 (20%) länger als ein Jahr, siehe auch Abbildung 28. Setzt
man die Odds an Brustkrebs zu erkranken für die Frauen, die Hor-
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Abb. 27: Vergleich Fall- und Kontrollgruppe im Hinblick auf die Einnahme von
Kontrazeptiva
monersatztherapie länger als 1 Jahr einnahmen, in Verhältnis zu der
Odds für die Frauen, die nie eine Hormonersatztherapie einnahmen,
erhält man eine OR von 1,4 mit einem 95%-Konfidenzintervall von 0,7
bis 2,7 und p=0,41 nach Fisher-Exakt-Test. Ein statistisch signifikan-
ter Zusammenhang zwischen der Einnahme von Hormonersatztherapie
und dem Auftreten von Brustkrebs konnte in dieser Studie somit nicht
nachgewiesen werden.
4.5.9 Krebserkrankungen in der Familienanamnese
Von den 125 Probandinnen ohne Brustkrebs in der Eigenanamnese ga-
ben 71 (56,8%) an, dass es in der Familie bislang keine bösartigen Er-
krankungen gab, 37 (29,6%) berichteten von bislang einem bekannten
Fall mit einer bösartigen Erkrankung in der Familie und bei 17 Proban-
dinnen (13,6%) gab es sogar mehr als einen Fall in der Familie. Von den
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Abb. 28: Vergleich Einnahme einer Hormonersatztherapie zwischen Fällen und
Kontrollen
125 Probandinnen mit Brustkrebsdiagnose konnte eine Probandin keine
Aussage über die Familienanamnese machen. 34 von 124 Probandinnen
dieser Gruppe (27,4%) gaben an, dass in ihrer Familie bislang keine ma-
lignen Erkrankungen aufgetreten sind, bei 58 (46,8%) war bislang ein
Fall mit einer bösartigen Erkrankung in der Familie bekannt und bei 32
(25,8%) mehr als ein Fall, siehe auch Abbildung 29. Die Fall- und Kon-
trollgruppe unterschieden sich signifikant voneinander im Hinblick auf
die Familienanamnese bezüglich bösartiger Erkrankungen (p<0,001).
Die OR beträgt 3,5 und das 95%-Konfidenzintervall erstreckt sich von
2,0 bis 5,9. Dies bedeutet, dass die „Chance“ einer positiven Brustkreb-
sanamnese in dieser Studie für die Frauen, die mindestens ein bekanntes
Malignom in der Familie hatten, um den Faktor 3,5 höher war als für
die Frauen, in deren Familien keine bösartigen Erkrankungen bis zum
Zeitpunkt der Studienteilnahme aufgetreten waren.
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Abb. 29: Maligne Erkrankungen in der Familie, Vergleich zwischen Fälle und Kon-
trollen
4.5.10 Brustkrebserkrankungen in der Familienanamnese
Bei den 125 Probandinnen ohne Brustkrebs gab es auch keine Brust-
krebserkrankungen in der Familie, denn dies war ein Ausschlusskriteri-
um. Von den Patientinnen mit Brustkrebs konnten zwei Probandinnen
keine genauen Aussagen bezüglich Brustkrebs in der Familienanamne-
se machen. 93 von 123 Probandinnen (75,6%) gaben an, dass in ihrer
Familie bis zum Zeitpunkt der Studie keine Fälle von Brustkrebs auf-
getreten waren, bei 30 Probandinnen (24,4%) waren weitere Fälle mit
Brustkrebs in der Familie bekannt. Es gab von den 123 Probandinnen
insgesamt 15 Personen (12,2%), bei denen ein Verwandter 1. Grades
(Mutter, Schwester, Tochter) von Brustkrebs betroffen war. Bei 4 der
123 Probandinnen (3,2%) war sogar mehr als ein Verwandter 1. Grades
betroffen, siehe auch Abbildung 30.
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Abb. 30: Brustkrebserkrankungen in der Familienanamnese bei Probandinnen mit
Brustkrebs
4.5.11 Postmenopause
Von den 125 Probandinnen ohne Brustkrebs waren 120 (96%) postme-
nopausal, 5 (4%) waren dies noch nicht. 103 Probandinnen mit positiver
Brustkrebsanamnese (82,4%) waren in der Postmenopause, 22 (17,6%)
hingegen nicht, siehe Abbildung 31.
4.5.12 Ethnische Herkunft
Alle 250 Studienteilnehmerinnen waren kaukasischer Herkunft.
4.6 Assoziation der erhobenen klinischen Daten mit
dem GHRfl/d3-Genotyp
Die drei Genotypen fl/fl, fl/d3 und d3/d3 zeigten weder eine stati-
stisch signifikante Assoziation mit dem Alter (p=0,80), dem Erkran-
kungsalter bei Mammakarzinom (p=0,80) dem Gewicht (p=0,35), der
Größe (p=0,95), dem BMI (p=0,44) und den gerauchten Packungsjah-
ren (p=0,78) noch mit der Einnahme von Kontrazeptiva (p=0,40) oder
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Abb. 31: Menopause
Hormonersatztherapie (p=0,7), noch mit dem Auftreten von malignen
Erkrankungen in der Familie (p=0,72) oder dem Auftreten von Brust-
krebs in der Familie (0,63). Es konnte auch beim Vergleich von Trägern
mindestens eines GHRd3-Allels mit homozygoten GHRfl-Trägern kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den klinischen Daten
und den Genotypen nachgewiesen werden, siehe auch Tabelle 6.
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Tab. 6: Klinische Eigenschaften im Hinblick auf den GHRfl/d3 Genotyp
Klinische GHRfl/d3-
Parameter Genotyp
fl/fl fl/d3 d3/d3 d3-Träger p-Wert
Anzahl 128 (51,2%) 98 (39,2%) 24 (9,6%) 122 (48,8%) 0,40°
Alter (Jahre)¶ 65,8 ± 11,7 65 ± 13,1 66,9 ± 11,0 65,4 ± 12,7 0,77*
Erkrankungsalter¶ 58,8 ± 11,0 57,5 ± 11,9 57,5 ± 9,3 57,5 ± 11,4 0,53*
Größe (cm)¶ 163,4 ± 7,3 163,2 ± 6,4 163,5 ± 6,96 163,3 ± 6,5 0,92*
Gewicht (kg)¶ 74,1 ± 16,1 70,6 ± 13,4 72,1 ± 10,3 70,9 ± 12,8 0,09*
BMI (kg/m2)¶ 27,8 ± 5,9 26,5 ± 4,8 27,1 ± 4,8 26,6 ± 4,8 0,27+
Pack Years¶ 5,8 ± 12,3 4,2 ± 10,1 4,1 ± 10,1 4,2 ± 10,1 0,51+
IGF-1 (ng/ml)¶ 142,5 ± 63,6 145,3 ± 62,4 160,3 ± 96,6 148,2 ± 70 0,50*
Kontrazeptiva>1 Jahr§ 57 (44,5%) 32 (32,6%) 10 (41,6%) 42 (34,4%) 0,12´
Hormonersatz>1 Jahr§ 20 (15,6%) 20 (20,4%) 4 (16,7%) 24 (19,7%) 0,41´
Malignome in Familie§ 77 (60,2%) 53 (54,6%) 14 (58,3%) 67 (55,4%) 0,52´
MaCa in Familie§ 16 (12,5%) 10 (10,4%) 4 (16,7%) 14 (11,7%) 0,85´
Klinischer Parameter ¶: Mittelwert und Standardabweichung
Klinischer Parameter §: Anzahl (Prozent)
Anzahl (Prozent): bei einer Probandin mit fl/d3-Satus keine Angaben über Malignome in der Familie; bei zwei Probandinnen mit fl/d3-Status keine Angaben über
Brustkrebs in der Familie
p-Wert°: p-Wert für Verteilung im Hardy-Weinberg-Equilibrium
p-Wert ´: nach Chi-Quadrat-Statistik bzw. Exakter Test nach Fisher, Vergleich zwischen d3-Trägern und homozygoten fl-Trägern
p-Wert*: Vergleich zwischen d3-Trägern und homozygoten fl-Trägern (T-Test für unabhängige Stichproben bei normal verteilten Daten)
p-Wert+: Vergleich zwischen d3-Trägern und homozygoten fl-Trägern (Mann-Whitney-U-Test für unabhängige Stichproben)
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4.7 Ergebnisübersicht
Tab. 7: Ergebnisübersicht
Klinische Parameter Gruppenzugehörigkeit
Mamma-CA Kontrollen p-Wert
Alter (Jahre)¶ 61,3 ± 11,6 69,96 ± 11,2 <0,001*
Größe (cm)¶ 164,5 ± 6,8 162,1 ± 6,9 0,009*
Gewicht (kg)¶ 74,7 ± 15,9 70,4 ± 12,8 0.019*
BMI (kg/m2)¶ 27,6 ± 5,6 26,9 ± 5,2 0,405+
Pack Years¶ 6,2 ± 12,5 3,9 ± 9,8 0,035+
IGF-1 (ng/ml)¶ 150,0 ± 67,5 140,5 ± 65,8 0,26*
Kontrazeptiva>1 Jahr§ 65 (52%) 34 (27,2%) <0,001´
Hormonersatz>1 Jahr§ 25 (20%) 19 (15,2%) 0,41´
Malignome in Familie§ 90 (72,6%)° 54 (43,2%) <0,001´
Klinischer Parameter ¶: Mittelwert und Standardabweichung
Klinischer Parameter §: Anzahl (Prozent)
Anzahl (Prozent)°: bei einer Probandin mit positiver Brustkrebsanamnese keine Angaben bezüglich Krebserkrankungen in der Familie
p-Wert*: T-Test für unabhängige Stichproben bei normalverteilten Daten
p-Wert +: Mann-Whitney-U-Test für unabhängige Stichproben bei nicht-normalverteilten Daten
p-Wert ´: nach Chi-Quadrat-Statistik bzw. Exakter Test nach Fisher
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5.1 Patientenkollektiv
Das Ziel dieser kontrollierten klinischen Fall-Kontroll-Studie war es,
eine mögliche Assoziation des GHRd3-Polymorphismus mit dem Auf-
treten von Brustkrebs zu untersuchen und somit eine weitere mögliche
genetische Einflussgröße dieser Erkrankung zu detektieren. Dazu rekru-
tierten wir 250 Probandinnen, davon 125 Probandinnen mit positiver
Brustkrebsanamnese und 125 Probandinnen ohne maligne Erkrankun-
gen. Die Probandinnen waren zwar nicht alle gebürtige Deutsche, aber
alle kaukasischer Herkunft und repräsentativ für Patientinnen an deut-
schen Krankenhäusern im Bereich der Inneren Medizin und der Gynä-
kologie.
Durch eine einheitliche Methodik der Informationsgewinnung (standar-
disierter Fragebogen und Befragung durch dieselbe Person) und durch
valide Messverfahren mit regelmäßig kontrollierten, einwandfrei funk-
tionierenden Messgeräten konnten Beobachtungsungleichheiten sowie
systematische Erfassungsfehler als mögliche Bias-Quellen kontrolliert
werden. Um mögliche Confounder auszuschließen, die möglicherwei-
se ebenfalls mit dem untersuchten GHRd3-Polymorphismus assoziiert
sein könnten, wurden nur solche Probandinnen als Kontrollkollektiv
in die Studie aufgenommen, die keine malignen Erkrankungen in der
Eigenanamnese sowie eine negative Familienanamnese bezüglich Brust-
krebs zeigten.
5.2 Alter
Die Probandinnen der Kontrollgruppe sollten aufgrund der hohen Le-
benszeitprävalenz und des Risikofaktors Lebensalter für das Auftreten
der Erkrankung ein Mindestalter von 40 Jahren aufweisen und im Mit-
tel 10 Jahre älter sein als die Patientinnen mit Brustkrebs. In Hoch-
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Risiko-Ländern wie USA und Nordeuropa lässt sich eine mit dem Al-
ter zunehmende Inzidenzrate beobachten. Wie in Abbildung 32 veran-
schaulicht, steigt die Kurve der alterspezifischen Inzidenzrate jedoch
nicht konstant mit dem Lebensalter an, sondern flacht etwa ab einem
Alter von 45-50 Jahren allmählich ab (Bernstein 2002).
Bei einigen Probandinnen mit positiver Brustkrebsanamnese wich das
Alter zum Zeitpunkt der Studie von dem Erkrankungsalter ab und die
Erkrankung lag teilweise ein paar Jahre zurück. Diese Patientinnen aber
waren während des stationären Aufenthalts aufgrund anderer, meist
internistischer Erkrankungen dennoch dazu bereit, aufgrund ihrer po-
sitiven Anamnese bezüglich Brustkrebs an dieser Studie teilzunehmen.
Die Probandinnen der Kontrollgruppe waren bei einem Durchschnitts-
alter von 70,0 Jahren um etwa 8,7 Jahre älter als die Probandinnen
mit Brustkrebsanamnese und Durchschnittsalter von etwa 61,3 Jahren.
Das Erkrankungsalter lag im Mittel bei 58 Jahren und damit mehr als
11 Jahre über dem Durchschnittsalter der Kontrollgruppe.
5.3 GHRd3-Polymorphismus
Die Isolierung von DNA aus Lymphozyten nach der peripher-venösen
Blutentnahme gelang bei allen 250 Proben. Die Genotypisierung wur-
de mit dem Light Cycler™durchgeführt und beinhaltete eine Light
Cycler™-PCR und anschließender Schmelzkurvenanalyse. Dies hatte
den Vorteil, dass es keiner Gelelektrophorese wie bei der herkömmli-
chen PCR bedurfte und es damit auch zu keiner Kontamination der
Amplifikationsprodukte kommen konnte.
In dieser Studie konnte keine statistisch signifikante Assoziation des
Wachstumshormonrezeptor-Deletion-Exon 3-Polymorphismus mit dem
Auftreten von Brustkrebs nachgewiesen werden. In der Probandengrup-
pe mit positiver Brustkrebsanamnese war die Anzahl der Träger mit
mindestens einem GHRd3-Allel zwar leicht erhöht (62 Probandinnen
in der Fallgruppe vs. 60 Probandinnen in der Kontrollgruppe), dieser
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Abb. 32: „Age-specific incidence rates of invasive breast cancer per 100,000 women
in 11 Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) regions of the
United States, 1994–1998“ (Bernstein 2002)
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minimale Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p=0,8).
Möglicherweise war die Probandenanzahl zu gering, um einen mögli-
chen Zusammenhang zu entdecken und es sind umfangreichere Studien
erforderlich.
Eine mögliche Erklärung für das gefundene Ergebnis könnte sein, dass
sich die beiden Rezeptorisoformen GHRfl und GHRd3 in vivo nicht
im Hinblick auf ihren proliferativen Effekt auf das Brustdrüsengewe-
be unterscheiden. Eine Hyperproliferation von Brustkrebszellen durch
autokrines Wachstumshormon, vermittelt über den GH-Rezeptor, wur-
de bislang nur in vitro festgestellt (Kaulsay et al. 1999). Kinder mit
SGA, idiopathischem Kleinwuchs und Turner-Syndrom, die Träger min-
destens eines GHRd3-Allels waren, zeigten eine erhöhte Wachstumsrate
durch exogenes rekombinantes Wachstumshormon, welche Rolle endo-
genes Wachstumshormon dabei spielt, ist unbekannt.
Die Ursache der in-vitro gemessenen erhöhten Bioaktivität von GHRd3
ist bislang unklar: Welche Bedeutung der Verlust einer Glykosidations-
stelle hat und ob eine durch GHRd3-getriggerte Konformationsände-
rung des Rezeptors die Bindung von Wachstumshormon erleichtert, ist
nicht geklärt.
Vielleicht könnte man mit einem Studiendesign, indem speziell solche
Probandinnen mit Brustkrebs rekrutiert werden, bei denen mindestens
einen zusätzlichen Erkrankungsfall in der Familie vorliegt, die Chance
erhöhen, eine mögliche Assoziation zwischen dem GHRd3-
Polymorphismus und dem Auftreten von Brustkrebs zu detektieren.
Dies wurde von Wagner et. al realisiert, die 2005 in einer Fall-
Kontrollstudie 350 polnische Patientinnen mit unter anderem auch fa-
miliären Mammakarzinom und 530 gematchte gesunde Patientinnen
untersuchten, und keinen statistisch signifikanten Zusammenhang von
GHRd3 sowie drei weiteren SNP´s der kodierenden Region des GH-
Rezeptors mit dem Auftreten Brustkrebs feststellen konnten. Bislang
sind allerdings keine weiteren Studien bekannt, die diesen möglichen
Zusammenhang untersuchten.
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Zusätzlich wurde der Einfluss des GHRd3-Polymorphismus auf das Er-
krankungsalter bei Brustkrebs untersucht, da bei Gebre-Medhin et
al. Patientinnen mit invasivem duktalen Mammakarzinom und Nach-
weis von GHRd3-cDNA statt GHRfl-cDNA im Tumorgewebe signifi-
kant jünger waren, bei jedoch kleiner Anzahl der untersuchten Pro-
bandinnen (Gebre-Medhin et al. 2001). Es konnte in unserer Studie
jedoch keinen statistisch signifikanten Unterschied im Hinblick auf das
mittlere Erkrankungsalter zwischen homozygoten GHRd3-Trägerinnen
und homozygoten GHRfl-Trägerinnen festgestellt werden. Dies könnte
gegen ein aggressiveres, schnelleres Wachsen von Tumorzellen vermit-
telt über den GHRd3-Polymorphismus sprechen. Allerdings war die
Gruppe der homozygoten GHRd3-Trägerinnen und Brustkrebs mit 14
Probandinnen nur sehr klein, so dass weitere Studien sinnvoll wären,
die einen größeren Umfang an Probandinnen bezüglich dieser Frage-
stellung untersuchen.
5.4 IGF-1-Serumkonzentration
In dieser Studie konnte kein signifikanter Unterschied zwischen GHRd3-
Allelträgern und Non-GHRd3-Allelträgern in Bezug auf die mittlere
IGF-1-Serumkonzentration nachgewiesen werden (p=0,5). Dies ist ver-
gleichbar mit den Ergebnissen anderer Studien (Binder et al. 2006;
de Graaff et al. 2008;Meyer et al. 2009;Montefusco et al. 2010).
Bei Probandinnen mit Brustkrebs war die mittlere IGF-1-
Serumkonzentration etwa 10 ng/ml höher als bei gesunden Proban-
dinnen. Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant.
Wie in Abbildung 33 und Tabelle 8 veranschaulicht, sind die IGF-1-
Spiegel im Serum altersabhängig: die höchsten Werte werden während
der Pubertät gemessen, danach kommt es zu einem deutlichen Ab-
fall bis in das frühe Erwachsenenalter, anschließend nimmt die IGF-1-
Konzentration stetig ab (Elmlinger et al. 2004). Die Probandinnen
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mit positiver Brustkrebsanamnese waren in dieser Studie etwa 8,7 Jah-
re jünger als die gesunde Kontrollgruppe. Somit waren etwas geringere
IGF-1-Spiegel im Serum bei den gesunden Kontrollen zu erwarten.
In dieser Studie wurden die IGF-1-Serumkonzentrationen der Proban-
dinnen mit Brustkrebs nach Diagnosestellung gemessen. Daher war die
Aufdeckung eines eventuell kausalen Zusammenhangs zwischen zirku-
lierenden IGF-1-Werten und Brustkrebs nicht möglich, da erhöhte IGF-
1-Spiegel auch durch die Tumoraktivität bedingt sein könnten (Re-
nehan et al. 2004; Baglietto et al. 2007).
IGF-1-Spiegel werden nicht nur vom Lebensalter beeinflusst, auch zahl-
reiche Erkrankungen gehen mit erniedrigten IGF-1-Konzentrationen
einher, wie zum Beispiel eine Hypothyreose, ein unbehandelter Dia-
betes mellitus, Lebererkrankungen und chronische Malassimilation. In-
formationen zu den Vor- oder Begleiterkrankungen der Probandinnen
wurden in dieser Studie jedoch nicht erhoben.
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Normal values of serum IGF-1
Table 1. Reference values (mean ± 2 SD) provided by the Immulite kit 
Age Reference values
21-25 years 115-345 µg/L
26-30 years 116-324 µg/L
31-35 years 112-300 µg/L
36-40 years 105-280 µg/L
41-45 years 97-263 µg/L
46-50 years 90-249 µg/L
51-55 years 84-236 µg/L
56-60 years 78-222 µg/L
61-65 years 72-210 µg/L
66-70 years 66-198 µg/L
71-75 years 61-186 µg/L
76-80 years 57-174 µg/L
81-85 years 52-164 µg/L
2) logarithmic transformation of the values obtained, 
calculation of the mean ± 2 SD of these values, and 
exponentiation to obtain the limits corresponding to 
the original scale (7-10,12). The Student t-test and 
Kruskal-Wallis test were used to determine differences 
between groups according to gender (10-12,14). The 
two-tailed Pearson correlation coef!cient test was used 
to analyze the correlation between age and IGF-1 
values in both genders (14) and between the !rst and 
second measurement after 12 weeks (18). A p-value < 
0.05 was considered to be statistically signi!cant.
Table 2. Mean, median, lower (2.5th percentile, mean - 2 SD) and pper 
(97.5th percentile and mean + 2 SD) limit of IGF-1 (µg/L) according to 
age group
Age group 2.5th percentile
Mean 
- 2 SD* Mean Median
97.5th 
percentile
Mean  
+ 2 SD*
21-25 years 111 110 195 197 334 336
26-30 years 109 108 187 190 310 312
31-35 years 106 106 178 178 287 290
36-40 years 102 100 168 169 265 267
41-45 years 95 95 165 163 250 253
46-50 years 87 86 145 145 240 243
51-55 years 81 80 137 137 220 222
56-60 years 75 75 129 127 207 210
61-65 years 68 68 120 121 197 201
66-70 years 65 65 110 110 185 188
* Of log-transformed values converted to the corresponding original value.
RESULTS
No signi!cant difference in IGF-1 values was observed 
between men and women in any age group. The ma-
ximum difference in the upper limit (97.5th percen-
tile) was 7 µg/L (20 to 30 years) and the maximum 
difference in the lower limit (2.5th percentile) was 
10 µg/L (21 to 25 years). Therefore, similar to pre-
vious studies (7-14), the IGF-1 reference values are re-
ported according to age group, without distinction be-
tween genders (Table 2). The curves representing the 
97.5th, 50th (median) and 2.5th percentiles of IGF-1 
as a function of age are shown in !gure 1. Pearson’s 
correlation coef!cient (r) con!rmed the negative cor-
relation between age and IGF-1 levels both in the total 
sample of subjects [r = - 0.61 (p < 0.001)] and in the 
analysis by sex [r = - 0.65 in males (p < 0.001) and r 
= - 0.58 in females (p < 0.001)]. The upper and lower 
limits (mean ± 2 SD) provided by the manufacturer 
(Table 1), although discretely higher, were very close 
to those obtained in the present study.
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Figure 1. Curves representing the 97.5th, 50th (median) and 2.5th 
percentiles of IGF-1 as a function of age.
 A second measurement of IGF-1 obtained after 12 
weeks revealed a variation ≤ 20% in 99% of cases, ≤ 15% 
in 96%, and ≤ 10% in 75%. The correlation coef!cient 
(r) was 0.91 (p < 0.001) despite this variability.
DISCUSSION
First, some analytical considerations should be made. 
In the assay tested in this study (Immulite 2000), 
the standards were calibrated against an international 
preparation [WHO IS 87/518 (20)] which, although 
is not ideal (21), is the currently most widely used. 
“Functional separation” (acidi!cation followed by 
saturation with IGF-II and use of antibodies highly 
speci!c for IGF-1) was the technique used to exclude 
interference from IGF-binding proteins (IGFBPs) (21). 
These items (calibration of standards and separation of 
IGFBPs), together with the speci!city of the anti-IGF-1 
Abb. 33: Altersabhängige IGF-1-Serumkonzentration (97,5/50/2,5-Perzentile)
(Rosario 2010)
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Tab. 8: IGF-1-Serumkonzentrationen (ng/ml) nach Altersgruppen (Mittelwert, ±2 Standardabweichungen Mittelwert, Median,
2,5/97,5 Perzentile) (Rosario 2010)
Age group 2.5th Mean Mean Median 97.5th Mean
percentile - 2SD* Mean Median percentile + 2SD*
21-25 years 111 110 195 197 334 336
26-30 years 109 108 187 190 310 312
31-35 years 106 106 178 178 287 290
36-40 years 102 100 168 169 265 257
41-45 years 95 95 165 163 250 253
46-50 years 87 86 145 145 240 243
51-55 years 81 80 137 137 220 222
56-60 years 75 75 129 127 207 210
61-65 years 68 68 120 121 197 201
66-70 years 65 65 110 110 185 188
* Of log-transformed values converted to the corresponding orginal value.
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IGF-1 ist ein Peptidhormon, das einen anti-apoptotischen und mitose-
steigernden Effekt hat. Bei Patientinnen mit Mammakarzinom konn-
ten in anderen Studien signifikant höhere IGF-1–Werte im Vergleich
zu gesunden Kontrollen gemessen werden (Laban et al. 2003; Pey-
rat et al. 1993). Darauffolgenden prospektiven Studien gelang es eine
positive Assoziation zwischen erhöhten IGF-1-Werten und einem erhöh-
ten Erkrankungsrisiko nachzuweisen (Baglietto et al. 2007; Gunter
et al. 2009; Hankinson et al. 1998; Renehan et al. 2006; Schern-
hammer et al. 2005; Wagner et al. 2007). So konnte zum Beispiel
die Endogenous Hormones and Breast Cancer Collabora-
tive Group anhand der Daten von 17 prospektiven Studien aus 12
verschiedenen Ländern zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der
IGF-1-Plasmakonzentration und dem Erkrankungsrisiko unabhängig
vom Menopausestatus besteht: die OR für Brustkrebs war 1,28 (95%-
Konfidenzintervall 1,14-1,44, p<0,0001) für Frauen mit IGF-1-
Konzentrationen im obersten Fünftel gegenüber solchen mit IGF-1-
Werten im unteren Fünftel (Key et al. 2010). Interessanterweise war die
Assoziation auf Östrogen-Rezeptor-positive Tumore beschränkt (Key
et al. 2010).
Das somatotrope System scheint eine Rolle in der malignen Transforma-
tion von gesundem Brustdrüsengewebe zu spielen. Welche Bedeutung
dabei mögliche Interaktionen mit den Geschlechtshormonen haben, ist
bislang unklar. Weitere Untersuchungen zu den zugrunde liegenden Pa-
thomechanismen sind erforderlich, um so zum Beispiel eine mögliche
Reduktion des Brustkrebsrisikos durch die Beeinflussung des IGF-1-
Spiegels im Blut aufzudecken.
5.5 Nikotinkonsum
In der Studie wurde das Rauchverhalten der Probandinnen dokumen-
tiert. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Pro-
bandinnen mit Brustkrebs und solchen ohne maligne Erkrankungen im
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Hinblick auf Dauer und Ausmaß des Zigarettenkonsums. Die Interpre-
tation eines möglichen Zusammenhangs zwischen Rauchen und Brust-
krebs ist jedoch schwierig, da zum einen nicht dokumentiert wurde,
wann genau die Probandinnen das Rauchen anfingen und in welchem
Alter sie aufhörten oder ob sie aktuell immer noch rauchten. Auch wur-
de nur nach aktivem Rauchen gefragt, Umwelteinflüsse im Sinne eines
passiven Nikotinkonsums wurden nicht berücksichtigt. Man könnte sich
ferner vorstellen, dass auf die Frage nach der Dauer des Nikotinkonsums
und der täglich konsumierten Zigaretten eher unter- als übertrieben
wird. Wie in Abschnitt 1.4.1 beschrieben, ist es außerdem bislang un-
klar, ob Nikotinkonsum ein Risikofaktor für Brustkrebs darstellt oder
nur als Confounder in Zusammenhang mit dem gesicherten Risikofak-
tor Alkoholkonsum steht und somit keinen direkten Einfluss auf das
Auftreten von Brustkrebs nimmt. So veröffentlichte 2002 die Colla-
borative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer ihre
Ergebnisse, nachdem sie die Daten aus 53 Studien mit insgesamt 58 515
Probandinnen mit invasivem Mammakarzinom und 95 067 Kontrollen
im Hinblick auf Alkohol- und Tabakkonsum analysierten: das relative
Risiko für Brustkrebs war 1,32 (95%-KI von 1,19 bis 1,45) bei einem
täglichen Alkoholkonsum von 35 g bis 44 g und sogar 1,46 (95%-KI
1,33 bis 1,61) bei einem täglichen Alkoholkonsum von mehr als 44 g im
Vergleich zu Frauen, die nie Alkohol konsumiert haben (Beral et al.
2002). Das relative Risiko für Brustkrebs erhöhte sich für jede konsu-
mierte Alkoholmenge von 10 g pro Tag um 7,1% (95%-KI 5,5% bis
7,8%), und dies sowohl für Raucher als auch für Nichtraucher im glei-
chen Maße. Die im Durchschnitt pro Tag konsumierte Alkoholmenge
der Kontrollen war bei Rauchern höher als bei Nichtrauchern (Beral
et al. 2002). Wurde die Analyse nur auf 22 255 Probandinnen mit in-
vasivem Mammakarzinom und 40 832 Kontrollen beschränkt, die nie
Alkohol konsumierten, wurde ein relatives Risiko von 1,03 (95%-KI 0,98
bis 1,07) von Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern errechnet und
somit kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Rauchen
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und Brustkrebs nachweisbar (Beral et al. 2002).
Welche Auswirkungen das Ausmaß die täglich konsumierte Alkohol-
menge auf das Brustkrebsrisiko schätzungsweise hat, wird in Abbil-
dung 34 (Beral et al. 2002) veranschaulicht: die kumulative Inzidenz
von Brustkrebs in einem Alter von 80 Jahren wird bei fehlendem Al-
koholkonsum auf 8,8 pro hundert Frauen geschätzt und erhöht sich auf
10,1 pro hundert Frauen bei einem täglichen Konsum von 2 alkoholi-
schen Getränken.
In dieser Studie wurden jedoch keine Daten über den Alkoholkonsum
der Probandinnen erhoben.
random fluctuation as that found in any individual study. The
studies that contributed to these findings were of different designs
and included women with a wide range of alcohol and tobacco
consumption and of other personal characteristics. Nevertheless,
the relationships between breast cancer and alcohol and tobacco
were seen consistently across studies and study designs, and for
women of different ages, different childbearing histories, and for
women who differed according to various other personal character-
istics. The results were not unduly influenced by any particular
study or groups of studies.
Because of the strong association between alcohol and tobacco
consumption, the main analyses were restricted to data from the
53 studies in which information on both exposures had been
collected in the same women. Results from the only study52 that
had provided individual data on alcohol, but not tobacco, did
not differ significantly from the overall findings for breast cancer
and alcohol. The remaining 11 studies53 – 63 that provided indivi-
dual data on tobacco, but not on alcohol, could not contribute
directly to this review, since it was not possible to take into
account for the important confounding effect of alcohol. None
of the publications from these 11 studies has, however, claimed
that smoking affected the risk of breast cancer.
As far as can be ascertained, over 80% of the worldwide epide-
miological data that have been assembled on the relationship
between breast cancer and alcohol and tobacco consumption were
contributed to this collaboration. Another 20 studies were identi-
fied with relevant data that together included about 12 000
women with breast cancer (see Appendix II (www.bjcancer.com)),
but because results were presented in a different way in each study,
it is difficult to combine the published data directly. Nevertheless,
out of the six largest studies all but one (reference number 66, in
Appendix II (www.bjcancer.com)) reported a statistically significant
increased risk of breast cancer with increasing intake of alcohol.
Each of these six studies included at least 500 women with breast
cancer and altogether they comprised most of the information that
had not been contributed in this collaboration. The remaining 14
studies were comparatively small and none of their published
results on alcohol differed substantially from those reported here.
Therefore the findings on alcohol and breast cancer from studies
not included here do not appear to differ materially from these
results.
Only one of the 20 studies that had not contributed to this
collaboration claimed that smoking is associated with an increased
risk breast cancer (reference number 81, in Appendix II
(www.bjcancer.com)). None of these studies has, however,
published results on the risk of breast cancer in relation to smok-
ing, restricted to women who never drank alcohol.
Limitations of these findings
Overall, the relative risk of breast cancer appeared to increase by
7.1% (95% CI 5.5 – 8.7%) for each additional 10 g per day intake
of alcohol i.e. for each extra unit/drink of alcohol consumed on a
daily basis. Information on alcohol consumption was, however,
usually self-reported, describing drinking habits at around the time
that the women were interviewed. No information on the pattern
of intake, including the type of alcohol consumed and the duration
of intake, was collected for this collaboration. There is no strong
evidence here to suggest biased reporting of alcohol consumption
in case-control studies, since there was no significant difference
in results between case – control and cohort studies (increases of
7.4% and 5.0% per 10 g per day, respectively; w21 for heterogene-
ity=1.5, P=0.2). However, self-reported information on alcohol
consumption is known to underestimate true consumption.68
Systematic under-reporting of consumption by both cases and
controls would result in an overestimation of the relative risk of
breast cancer for a given level of alcohol consumption. By contrast,
random misclassification among both cases and controls would
have the opposite effect, resulting in an underestimation of the
relative risk. These two types of measurement error are inevitable,
but counter-acting, and it is not possible to estimate their overall
effect on the relative risks calculated here. Moreover, the shape
of the dose-response relationship could be changed if, for example,
heavy drinkers were more likely to under-report intake than
moderate drinkers. Taken together, these reporting errors imply
that some uncertainty remains about the true quantitative effect
of an intake of a fixed amount of alcohol on the risk of developing
breast cancer.
The true relationship between alcohol consumption and breast
cancer might, perhaps, be more curved than is suggested by the
shape of the relationship shown in Figure 1, because of misclassi-
fication of alcohol intake, as may also have occurred with cigarette
smoking and lung cancer.71 Any firm conclusion about the risk of
breast cancer at low levels of alcohol intake is, however, prohibited
by the likelihood of measurement errors, particularly the tendency
for underestimation of the amount drunk, and by the possibility
that non-drinkers may differ in some relevant, but unmeasured,
ways from those who sometimes drink alcohol. Hence, the possibi-
lity of a threshold dose of alcohol cannot be reliably assessed from
the data in Figure 1.
These results provide no direct evidence about possible mechan-
isms of carcinogenesis by alcohol on the breast. There is, however,
accumulating evidence that regular intakes of moderate amounts of
alcohol affect sex hormone levels. For example, the results of a
recently published small randomised trial of 51 postmenopausal
women suggested that sex hormone levels may be increased after
the consumption of 30 g per day alcohol for 8 weeks,72 levels of
consumption that are associated here with a clear excess risk of
breast cancer.
With respect to the consumption of tobacco, the main exposure
variable examined here was whether or not a woman had ever
smoked. No information was collected for this collaboration on
the amount smoked or on the age that smoking started or stopped,
nor has attention been given to the reported effects of environmen-
tal exposure to tobacco,35,49 as active smoking only has been
considered. Although some past smokers may have smoked rela-
tively infrequently, current smokers are likely to have had
substantial lifetime exposures to tobacco, particularly in countries
where lung cancer rates in women are high. Just over half the
ever-smokers included in these analyses were current smokers,
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Figure 5 Estimated cumulative incidence of breast cancer per 100
women in developed countries, according to the number of alcoholic
drinks consumed each day (see Methods).
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Abb. 34: „Estimated cumulative incidence of breast cancer per 100 women in de-
veloped countries, according to the number of alcoholic drinks consumed
each day“ (Beral et al. 2002)
5.6 Gewicht, Größe, BMI
Im Hinblick auf die durchschnittliche Körpergröße und das mittlere
Gewicht gab es signifikante Unterschiede: die Patientinnen mit Brust-
krebs waren im Mittel ca. 4 kg schwerer, aber auch im Mittel ca. 2,5 cm
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größer. Da Größe und Gewicht miteinander korrelieren, wurde aus den
beiden Faktoren zur Abschätzung der Körperfettmasse der Body-Mass-
Index berechnet, der das Körpergewicht in Relation zur Körpergröße
bewertet. Ein signifikanter Unterschied zwischen Fall- und Kontroll-
gruppe im Hinblick auf den Body-Mass-Index konnte nicht nachgewie-
sen werden.
Studien zeigten, dass postmenopausale Frauen mit einem BMI größer
als 31 kg/m2 ein 1,59-fach höheres Brustkrebsrisiko (95%-KI 1,09-2,329)
haben als postmenopausale Frauen mit einem BMI kleiner oder gleich
20 kg/m2 (Huang et al. 1997; Steiner et al. 2008). Auch eine Zunah-
me des Gewichts in der Postmenopause ist mit einem erhöhten Brust-
krebsrisiko assoziiert: Bei eine Gewichtszunahme von mehr als 20 kg
nimmt das Risiko um 1,99 zu (95%-KI 1,43-2,76) im Vergleich zu ei-
nem konstant bleibenden Gewicht in der Postmenopause (Huang et al.
1997; Steiner et al. 2008). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte
sein, dass bei adipösen Frauen die Bildung von Östrogenen im Fett-
gewebe gesteigert ist (Bernstein 2002). Im Gegensatz dazu scheint
Übergewicht bei prämenopausalen Frauen mit einem geringeren Brust-
krebsrisiko einherzugehen (Bernstein 2002; Ursin et al. 1995). Da
Übergewicht mit dem vermehrten Auftreten von anovulatorischen Zy-
klen assoziiert ist, könnte dies eine mögliche Erklärung für einen gerin-
gen protektiven Effekt von Übergewicht auf das Brustkrebsrisiko in der
Prämenopause sein (Bernstein 2002; Ursin et al. 1995).
In dieser Studie lag der mittlere BMI bei 27,2 kg/m2. 58% der Pro-
bandinnen hatten einen BMI größer oder gleich 25 kg/m2 und waren
damit übergewichtig, 26,4% hatten sogar bei einem BMI von größer
oder gleich 30 kg/m2 Adipositas von mindestens Grad l.
Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen erhöh-
ten BMI-Werten und Brustkrebs in dieser Studie nachgewiesen werden.
Mögliche Ursachen dafür könnten sein, dass in der Kontrollgruppe ge-
häuft Erkrankungen vorgelegen haben könnten, die ebenfalls mit Über-
gewicht assoziiert waren. Dies könnte einen möglicherweise nachweisba-
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ren statistischen Zusammenhang zwischen BMI und Brustkrebs abge-
schwächt haben. Die Probandinnen der Kontrollgruppe wurden über-
wiegend aus internistischen Stationen mit gastroenterologischem und
endokrinologischem Schwerpunkt rekrutiert, auf denen Erkrankungsbil-
der wie Diabetes mellitus, Metabolisches Syndrom, Gallenblasen- und
Gallenwegserkrankungen gehäuft vorkamen. Allerdings wurden die ge-
nauen Diagnosen der Kontrollen nicht erhoben und auch nicht nach
einer Gewichtszunahme in der Menopause gefragt.
Interessanterweise zeigte sich in der Studie ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen Probandinnen mit Brustkrebs und gesunden Pro-
bandinnen im Hinblick auf die Körpergröße. Probandinnen mit Brust-
krebs waren im Mittel 2,4 cm größer als die Probandinnen der Kontroll-
gruppe. Tatsächlich ist von mehreren Studien eine moderate positive
Assoziation zwischen der Körpergröße und Brustkrebsrisiko beschrie-
ben worden (Green et al. 2011; Hunter & Willett 1993; John
et al. 2011; Kabat et al. 2012). Green et al. konnten anhand einer
Kohortenstudie zeigen, bei der etwa 1,7 Millionen Frauen rekrutiert
und im Mittel 9,4 Jahre lang im Hinblick auf das Auftreten maligner
Erkrankungen beobachtet wurden, dass das Risiko für eine maligne
Erkrankung mit der Körpergröße steigt (RR 1,16 je Zunahme der Kör-
pergröße um 10 cm, 95%-KI: 1,14-1,17) unabhängig vom sozioökono-
mischen Status, von Hormontherapie, von BMI, Prä- oder Postmen-
pause, Alter bei Menarche, Alter bei der ersten Geburt oder Alkohol-
konsum. Neben dem Risiko für kolorektale Karzinome und malignen
Melanomen konnte auch ein Anstieg des relativen Risikos für Brust-
krebs mit Zunahme der Körpergröße nachgewiesen werden (RR 1,17
je Zunahme der Körpergröße um 10 cm, 95%-KI: 1,15-1,19) (Green
et al. 2011). Da eine Zunahme des relativen Risikos mit der Körpergröße
bei verschiedenen Malignomen in verschiedenen Populationen beobach-
tet werden konnte, wird vermutet, dass dabei Mechanismen eine Rolle
spielen könnten, die bereits in einer frühen Lebensphase stattfinden
(Green et al. 2011). Die Körpergröße wird zum einen von Umwelt-
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faktoren (Ernährungsfaktoren) und genetischen Faktoren beeinflusst.
Zum anderen spielen dabei hormonelle Faktoren eine Rolle, insbeson-
dere die Höhe des zirkulierenden Wachstumshormons und IGF-1 in der
Kindheit und im Erwachsenenalter (Batty et al. 2009). Die Höhe der
IGF-1-Konzentrationen bei Kindern und Heranwachsenden ist eng mit
dem skeletalen Wachstum verbunden (Clayton et al. 2011). Auch bei
Erwachsenen lässt sich eine Assoziation von IGF-1-Konzentration und
Körpergröße nachweisen (Bray et al. 2006). Die Höhe der gemesse-
nen IGF-1-Konzentrationen im Serum ist bei Kindern und Erwachse-
nen wiederum mit einem erhöhten Krebsrisiko assoziiert. Zur Klärung
der genauen Pathomechanismen bedarf es jedoch weiterer Untersuchun-
gen.
5.7 Hormonelle Kontrazeptiva
In dieser Studie konnte ein signifikanter Unterschied im Hinblick
auf die Einnahme von oralen Kontrazeptiva zwischen Frauen mit positi-
ver Brustkrebsdiagnose und Frauen ohne maligne Erkrankungen nach-
gewiesen werden. Ob orale Kontrazeptiva mit einem erhöhten Brust-
krebsrisiko einhergehen, ist bislang unklar: die Ergebnisse zahlreicher
Studien deuten auf einen fehlende oder allenfalls sehr geringe Zunahme
des Risikos hin (Calle et al. 1996; Cibula et al. 2010; Hannaford
et al. 2007; Marchbanks et al. 2002; Vessey & Painter 2006). Die
Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Can-
cer analysierten die Daten von 54 Studien aus 25 Ländern mit 53
297 Frauen mit Brustkrebs und 100 239 Frauen ohne Brustkrebs und
kamen zu dem Ergebnis, dass Frauen mit gegenwärtiger oder kürz-
lich zurückliegender Einnahme von kombinierten oralen Kontrazeptiva
ein gering erhöhtes Brustkrebsrisiko haben (OR 1,24 bei gegenwärti-
ger Einnahme; 95%-KI 1,15-1,33), das jedoch innerhalb von 10 Jah-
ren nach Absetzen der Medikation wieder verschwindet (Calle et al.
1996). Eine große Kohortenstudie, die Royal College of General
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Practitioners’ Oral Contraception Study, die 46 000 Frauen
seit 1968 insgesamt 744 000 Frauenjahre lang beobachteten, konnten
kein erhöhtes Brustkrebsrisiko bei Einnahme von oralen Kontrazeptiva
feststellen (RR 0,98; 95%-KI 0,87 bis 1,1) (Hannaford et al. 2007).
Andere Studien konnten weder bei einer mehr als 10 Jahre andauernden
Einnahme von oralen Kontrazeptiva noch bei erhöhten Östrogendosen
eine Zunahme des Brustkrebsrisikos nachweisen (Cibula et al. 2010;
Hankinson et al. 1997; Marchbanks et al. 2002).
Kahlenborn et al. schlossen aufgrund der Ergebnisse ihrer Metaana-
lyse auf eine statistisch signifikante Assoziation zwischen der Einnahme
von oralen Kontrazeptiva und einem erhöhten prämenopausalen Brust-
krebsrisiko (Kahlenborn et al. 2006). Wurden dabei nur solche Stu-
dien berücksichtigt, die Parae und Nulliparae getrennt untersuchten,
wurden Odds Ratios von 1,29 (95%-KI 1,20-1,40) bzw. von 1,24 (95%-
KI, 0,92-1,67) ermittelt (Kahlenborn et al. 2006). Unter den Parae
wurde eine stärkere Assoziation gemessen, wenn die Einnahme vor der
ersten ausgetragenen Schwangerschaft erfolgte (OR 1,44; 95%-KI 1,28-
1,62) im Vergleich zu einer Einnahme nach der ersten Schwangerschaft
(OR 1,15; 95%-KI 1,06-1,26) (Kahlenborn et al. 2006). Die Assozia-
tion war am deutlichsten, wenn Parae orale Kontrazeptiva 4 Jahre oder
länger vor der ersten ausgetragenen Schwangerschaft einnahmen (OR
1,52; 95%-KI 1,26-1,82).
Worauf der statistisch signifikante Unterschied in der Einnahme von
oralen Kontrazeptiva in dieser Studie beruht, ist nicht klar. Recall-
bias können nicht ausgeschlossen werden. Es ist zum einen möglich,
dass Frauen, bei denen kürzlich Brustkrebs diagnostiziert wurde, sich
mit höherer Wahrscheinlichkeit an eine frühere Einnahme von oralen
Kontrazeptiva erinnern (Cibula et al. 2010). Es wurden auch keine
Daten über mögliche Confounder erhoben, die mit einer Einnahme von
oralen Kontrazeptiva assoziiert sind, aber auch das Risiko, an Brust-
krebs zu erkranken, beeinflussen, wie zum Beispiel Informationen über
das Alter bei der ersten Schwangerschaft, über die Anzahl der Gebur-
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ten und über die Dauer der Stillzeit. Zum anderen wurde der genaue
Zeitraum der Einnahme nicht erfragt, so auch nicht das Alter, in dem
die Einnahme begann bzw. endete. Die meisten Probandinnen konn-
ten die eingenommenen Präparate nicht benennen und so waren auch
die genauen Zusammensetzungen und Dosierungen der eingenomme-
nen Kontrazeptiva unbekannt. Außerdem veränderten sich die Zusam-
mensetzungen und Dosierungen der Präparate im Laufe der Zeit: ho-
he Östrogendosen (100 µg Ethinylestradiol) waren typisch für die in
1960ern eingeführten oralen Kontrazeptiva, heutzutage werden niedri-
gere Östrogen-Konzentrationen (20-30 µg Ethinylestradiol) verwendet
(Bernstein 2002). Die Unterschiede könnten auch auf die verschiede-
ne Altersstruktur der Fall- und Kontrollgruppe zurückzuführen sein.
So könnte der mittlere Altersunterschied von 9 Jahren zwischen Fall-
und Kontrollgruppe mit einem unterschiedlichen Einnahmeverhalten
verbunden sein: seit den späten 1970ern nahmen Frauen orale Kontra-
zeptiva zunehmend auch in jüngeren Jahren ein und über einen länge-
ren Zeitraum als Frauen, die orale Kontrazeptiva in der 1960ern und
den frühen 1970ern konsumierten (Kahlenborn et al. 2006). Durch
ein Studiendesign, das ein gezieltes Matchen von Fällen und Kontrol-
len bezüglich des Lebensalters einschließt, könnte eine vergleichbare
Altersstruktur erreicht werden, die Aussagen über mögliche Assoziatio-
nen zwischen dem Gebrauch oraler Kontrazeption und dem Auftreten
von Brustkrebs erlaubt.
5.8 Hormonersatztherapie
In dieser Studie konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Einnahme von Hormonersatztherapie (HET) von min-
destens einem Jahr und dem Auftreten von Brustkrebs nachgewiesen
werden.
Die Ergebnisse zahlreicher Studien konnten jedoch eine Assoziation zwi-
schen der Einnahme von HET und einem erhöhten Brustkrebsrisiko
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belegen (Beral et al. 1997 2011; Chlebowski et al. 2009; Narod
2011; Prentice et al. 2008ab; Ravdin et al. 2007; Rossouw et al.
2002). Nachdem die ersten Ergebnisse derWomen’s Health Initiati-
ve Study (WHI), einer Placebo-kontrollierten, randomisierten Studie,
bei der die Probandinnen für die Dauer von 5 Jahren eine kombinierte
Östrogen-Gestagen-Therapie mit 0,625 mg CEE (konjugiertes equines
Östrogen) und 2,5 mg Medroxyprogesteronacetat pro Tag oder Placebo
erhielten, im Jahr 2002 veröffentlicht wurden und mit einem erhöhten
Brustkrebsrisiko (Hazard Ratio 1,26; 95%-KI 1,02-1,55 in der Interven-
tionsphase) für Frauen mit kombinierter Östrogen-Gestagen-Therapie
einhergingen, führte dies zu einem deutlichen Reduktion des Gebrauchs
von HET in den USA und in anderen Ländern (Chlebowski et al.
2009; Narod 2011; Ravdin et al. 2007). Das Erkrankungsrisiko erhöh-
te sich mit der Dauer der Einnahme, nahm jedoch wieder innerhalb
von 2 Jahren nach Beendigung der Therapie ab (Chlebowski et al.
2009). Eine alleinige Östrogentherapie ging dabei nicht mit einem er-
höhten Erkrankungsrisiko einher (Narod 2011). Ravdin et. al vermu-
teten, dass die Abnahme der Inzidenz von Brustkrebs um 6,7% im Jahr
2003 im Vergleich zum Vorjahr 2002 in den USA auf den reduzierten
Gebrauch von HET in den USA zurückzuführen war (Ravdin et al.
2007). Es wurde jedoch kontrovers diskutiert, ob dies in solch kurzer
Zeit zu einer Abnahme der Inzidenzrate führte oder ob auch andere
Ursachen eine Rolle spielen konnten (Narod 2011). In der Million
Women Study wurden 1084110 Frauen in Großbritannien im Alter
von 50-64 Jahren rekrutiert und zwischen 1996 und 2001 mittels Frage-
bogen Daten zur Einnahme von HET erhoben. Das relative Risiko für
Brustkrebs lag bei 1,66 (95%-KI 1,58-1,75) für Frauen, die gegenwärtig
HET einnahmen im Vergleich zu Frauen, die nie HET eingenommen
haben und erhöhte sich über die Dauer der Behandlung (Beral 2003).
Eine kombinierte Östrogen-Progesteron-Therapie ging mit einem höhe-
ren Erkrankungsrisiko einher als eine reine Östrogentherapie im Ver-
gleich zu Frauen ohne Einnahme von HET (RR 2,0 bei kombinierter
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Östrogen-Progesteron-Therapie, 95%-KI 1,88–2,12 bzw. RR 1,30 bei
reiner Östrogentherapie; 95%-KI 1,21–1,40) (Beral et al. 1997). Inter-
essanterweise konnte ein höheres Erkrankungsrisiko festgestellt werden,
falls die HET-Einnahme kurz vor oder weniger als 5 Jahre nach der Me-
nopause begonnen wurde als bei einem Therapiebeginn von mindestens
5 Jahren nach der Menopause (Beral et al. 2011).
Die Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
Cancer führten eine Metaanalyse anhand von Daten aus 51 Studien
aus 21 Ländern durch mit dem Ergebnis, dass sich das relative Erkran-
kungsrisiko bei einer HET-Einnahme von mindestens 5 Jahren um den
Faktor 1,35 (95%-KI 1,21–1,49) erhöht (Beral et al. 1997). Die Ein-
nahme von HET geht mit einer Erhöhung des relativen Erkrankungs-
risikos um den Faktor 1,023 (95%-KI 1,011–1,036) pro Jahr der Ein-
nahme einher, vergleichbar mit der Zunahme des Erkrankungsrisikos
(RR 1,028; 95%-KI 1,021–1,034) bei verspäteter Menopause pro Jahr
ohne eine HET-Einnahme (Beral et al. 1997). 5 Jahre nach Therapie-
beendigung konnte kein signifikant erhöhtes Erkrankungsrisiko mehr
festgestellt werden (Beral et al. 1997).
Wir konnten in unserer Studie eine OR von 1,398 messen, das 95%-
Konfidenzintervall von 0,724 bis 2,701 deutet auf eine starke Hetero-
genität bezüglich der Einnahme von Hormonersatztherapie von minde-
stens einem Jahr in beiden Gruppen hin. Es wurden keine genauen An-
gaben darüber erhoben, wann die Einnahme genau begann und beendet
wurde, wie lange der Abstand zur letzten Einnahme war und in welchem
zeitlichen Zusammenhang die Einnahme zu der Menopause stand. Au-
ßerdem können sowohl Recallbias als auch Alterseffekte aufgrund einer
unterschiedlichen Altersstruktur nicht ausgeschlossen werden. Es be-
steht die Möglichkeit, dass sich Frauen mit Brustkrebsdiagnose eher
an eine HET-Einnahme erinnert haben als solche ohne Brustkrebs.
Die meisten Probandinnen konnten die genaue Bezeichnung und Do-
sierung des Präparates nicht angeben. Dies wäre aber von Interesse, da
sich die Präparate nicht nur in ihrer Zusammensetzung unterscheiden
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(reine Östrogenpräparate, kombinierte Östrogen-Gestagen-Präparate),
sondern auch in der Darreichungsform (oral, transdermal).
5.9 Krebserkrankungen in der Familie
Auch bezüglich der Angabe über Krebserkrankungen in der Familie un-
terschieden sich die beiden Gruppen stark voneinander. Dies ist zum
einen darauf zurückzuführen, dass ein Ausschlusskriterium bei der Re-
krutierung der Probandinnen der Kontrollgruppe das Vorliegen von
Brustkrebs in der Familie war. Da Brustkrebs eine der häufigsten
Krebserkrankungen in Deutschland ist, war auch zu erwarten, dass
die beiden Gruppen im Hinblick das Vorliegen von bösartigen Erkran-
kungen in der Familie voneinander differieren würden. Außerdem be-
steht die Möglichkeit, dass sich Frauen mit Brustkrebs eher an maligne
Erkrankungen in der Familie erinnern als Frauen, die nicht betroffen
sind. 23% der Frauen mit Brustkrebsanamnese gaben in dieser Studie
an, dass es weitere Brustkrebsfälle in der Familie gibt. Bei 15,2% der
Probandinnen mit Brustkrebsanamnese gab es mindestens einen wei-
teren bekannten Fall bei Verwandten ersten Grades (Schwester, Mut-
ter, Tochter). Die Auswertung der Daten aus 52 Studien durch die
Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Can-
cer ergab, dass das Erkrankungsrisiko mit der Anzahl der betroffenen
Verwandten ersten Grades zunimmt: Verglichen mit Frauen ohne be-
troffene Verwandte, haben Frauen mit einem betroffen Angehörigen 1.
Grades ein um den Faktor 1,8 erhöhtes Risiko (99%-KI 1,69–1,91), mit
2 betroffenen Angehörigen 1. Grades ein um den Faktor 2,93 (99%-KI
2,36–3,64) erhöhtes Risiko (Beral et al. 2001). Jedoch sind bei acht
von neun Frauen mit Brustkrebs Mutter, Schwester oder Tochter nicht
von der Erkrankung betroffen (Beral et al. 2001). Die Wahrscheinlich-
keit an Brustkrebs zu erkranken in einem Alter von 20 bis 80 Jahren
wurde beim Vorliegen von keinerlei betroffenen Angehörigen auf 7,8%
geschätzt, bei einem betroffenen Verwandten ersten Grades auf 13,3%
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und bei zwei betroffenen Verwandten ersten Grades auf 21,1% (Beral
et al. 2001).
Im Prinzip könnten sowohl genetische Faktoren, als auch nicht-
genetische Faktoren für ein in der Familie gehäuftes Auftreten von
Brustkrebs eine Rolle spielen (Fasching et al. 2011). Wie in
Abschnitt 1.4.1 beschrieben, sind nur 3-8% der invasiven Mammakar-
zinome auf vererbte Mutationen in Genen mit hoher Penetranz zurück-
zuführen. Die wichtigste Rolle dabei spielen BRCA1 und BRCA2, aber
auch einige andere Gene wie z. B. CHEK2 sind mit dem Auftreten von
Brustkrebs assoziiert (Fasching et al. 2011). BRCA-Mutationen sind
insgesamt jedoch selten und ihre Auswirkung auf die Gesamtmortalität
ist als gering einzuschätzen (Fasching et al. 2011). In der letzten Zeit
sind einige genetische Polymorphismen, am häufigsten SNP’s, beschrie-
ben worden, die mit dem Auftreten von Brustkrebs assoziiert sind, siehe
auch Abbildung 35. Obwohl sie das Erkrankungsrisiko nicht in so star-
kem Ausmaß wie BRCA 1 und BRCA 2 beeinflussen, sind sie dennoch
aufgrund ihres häufigeren Vorkommens in der Bevölkerung von Bedeu-
tung (Fasching et al. 2011). Es wurden dabei auch solche SNP’s be-
schrieben, die das Erkrankungsrisiko von BRCA1- und BRCA2-Trägern
modifizieren (Fasching et al. 2011).
Nongenetic Risk Factors
!
It has long been known that environmental factors such as radia-
tion and toxins can have an influence on cancer risk. Some asso-
ciations, such as radiation, appear to be directly linked to a hy-
pothesized mechanism of action (i.e., direct DNA damage), while
some are more complex – such as nutrition, sports, and obesity.
Others might be a reflection of both inherited factors and envi-
ronmental factors, such as mammographic density. l" Table 3
gives an overview of common non-genetic risk factors.
Pregnancies and breastfeeding
Pregnancies and breastfeeding are thought to have two effects on
awomanʼs breast cancer risk. During and shortly after pregnancy,
women have an increased risk of breast cancer, but later in life
the breast cancer risk is lower in comparison with women who
have never given birth to a child. Most studies use a design that
examines women at a later stage of their life cycle and provides
data on the risk-reducing effect. Women with no live deliveries
have a lifetime risk of about 6.3% up to the age of 70 [25]. The risk
decreases with each pregnancy. The relative risk of breast cancer
decreases by 4.3% (95% CI, 2.9–5.8) for every 12 months of
breastfeeding, in addition to a decrease of 7.0% (95% CI, 5.0–9.0)
for each birth [25].
During the pregnancy and for several years afterwards, the breast
cancer risk appears to be transiently increased. This effect is
greater the later in life the first full-term pregnancy was com-
pleted. For womenwhowere aged 35 at the time of their first de-
livery, the risk 5 years later is reported to be 1.26 (95% CI, 1.10–
1.44). However, 15 years after delivery, the risk decreases to be-
low the risk level in nulliparous women [26].
Hormone replacement therapy
Initial reports from the Womenʼs Health Initiative (WHI) study
were published in 2002, after the study had to be terminated
early. The study compared women with and without hormone
replacement therapy, with a prospective and randomized design.
The study revealed trends that HRT increased the rate of cardio-
vascular disease [27] and breast cancer [28]. At the same time,
the Million Women Study, a cohort study in the United Kingdom,
published similar results [29]. Since then, prescription and usage
behavior in relation to HRT have changed drastically [30], and
this may have led to a decrease in the incidence of hormone re-
ceptor-positive breast cancer [31,32]. One of the most recent up-
dates of the WHI data, comparing the placebo armwith the com-
bined estrogen plus progestin arm, not only reported that the
breast cancer risk is increased with a hazard ratio (HR) of 1.25
(95% CI, 1.07–1.46), but also that the breast cancer-specific mor-
Table 2 Single nucleotide polymorphisms (SNPs) as modifiers of lifetime risk in BRCAmutation carriers.
BRCA1mutation carriers BRCA2mutation carriers
SNP Gene/region HR (95% CI) p value HR (95% CI) p value Reference
rs1801320 RAD51 1.59 (0.96–2.63) 0.07 3.18 (1.39–7.27) < 0.001 [113]
rs1045485 CASP8 0.85 (0.76–0.97) 0.01 1.06 (0.88–1.27) 0.60 [114]
rs2981522 FGFR2 1.02 (0.95–1.09) 0.60 1.32 (0.20–1.45) < 10−7 [115]
rs3803662 TOX3 1.11 (1.03–1.19) < 0.01 1.15 (1.03–1.27) < 0.01 [115]
rs889312 MAPK3K1 0.99 (0.93–1.06) 0.90 1.12 (1.02–1.24) 0.02 [115]
rs3817198 LSP1 1.05 (0.99–1.11) 0.90 1.16 (1.07–1.25) < 0.001 [116]
rs13387042 2q35 1.14 (1.04–1.25) < 0.01 1.18 (1.04–1.33) < 0.01 [116]
rs13281615 8q24 1.00 (0.94–1.05) 0.90 1.06 (0.98–1.14) 0.20 [116]
rs8170 MERIT40 1.26 (1.17–1.35) < 10−8 0.90 (0.77–1.05) 0.20 [90]
rs2363956 MERIT40 0.84 (0.80–0.89) < 10−8 1.12 (0.99–1.27) 0.07 [90]
rs2046210 6q25.1 1.17 (1.11–1.23) < 10−8 1.06 (0.99–1.14) 0.09 [117]
rs9397435 6q25.1 1.28 (1.18–1.40) < 10−7 1.14 (1.01–1.28) 0.03 [117]
rs11249433 1p11.2 0.97 (0.92–1.02) 0.2 1.09 (1.02–1.17) 0.015 [117]
CI: confidence intervals; HR: hazard ratio; SNP: single nucleotide polymorphism.
Table 3 Examples of established nongenetic risk factors.
Factor Comparator OR*/HR**/RR*** (95% CI) Remark Reference
Estrogen + progestin HRT no HRT 1.25** (1.07–1.46) [33]
Birth one child less 0.93* (0.91–0.97 risk reduction per child [25]
12monthsʼ breastfeeding 12months less breastfeeding 0.96* (0.94–0.97) risk reduction per 12monthsʼ
breastfeeding
[25]
First-degree relative
with breast cancer
no first-degree relative
with breast cancer
1.78***–2.61***
(CI not reported)
figures from the BCDDP and
the Nursesʼ Health Study
[118]
History of breast biopsy no history of breast biopsy 1.9*** (1.2–2.9) [119]
History of atypical
breast biopsy
no history of atypical
breast biopsy
5.3*** (3.1–8.8) [119]
Age at menarche > 14 age at menarche < 12 *0.77 (CI not reported) [120–122]
Age at menopause < 45 age at menopause > 54 2.0* (CI not reported) [120–122]
CI: confidence intervals; HR: hazard ratio; HRT: hormone replacement therapy; OR: odds ratio; RR: relative risk.
1059
Fasching PA et al. Breast Cancer Risk… Geburtsh Frauenheilk 2011; 71: 1056–1066
Review
Do
wn
loa
de
d 
by
: U
niv
er
sit
ät
sb
ibl
iot
he
k M
ar
bu
rg
. C
op
yr
igh
te
d 
m
at
er
ial
.Abb. 35: „Single nucleotide polymorphisms (SNPs) modifiers of lifetime risk in
BRCA mutat on carriers“ (Fasching et al. 2011)
In dieser Studie wurden keine Daten über das Vorliegen von BRCA1
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und BRCA2 erhoben. Ob etwa auch der GHRd3-Polymorphismus das
Erkrankungsrisiko von BRCA1- und BRCA2-Trägern beeinflussen kann,
ist bislang nicht bekannt und wäre eine weitere interessante Fragestel-
lung.
5.10 Fazit und Ausblick
In dieser Studie konnte keine statistisch signifikante Assoziation zwi-
schen dem Wachstumshormonrezeptor-Deletion-Exon-3-Polymorph-
ismus und dem Auftreten von Brustkrebs nachgewiesen werden. Ob
der GHRd3-Polymorphismus mit einem früheren Erkrankungsalter ein-
hergeht, wäre eine weitere Fragestellung, die in zukünftigen Studien
anhand eines größeren Patientenkollektivs geklärt werden könnte. Au-
ßerdem ist bislang nicht geklärt, ob der GHRd3-Polymorphismus das
Erkrankungsrisiko von Trägern solcher Gene, die mit dem Mammakar-
zinom assoziiert sind, wie zum Beispiel BRCA1, BRCA2 und TP53, be-
einflusst. Die Untersuchung bestimmter Risikofaktoren im Hinblick auf
ihre Assoziation mit Brustkrebs ist vor allem dann besonders sinnvoll,
wenn sie dazu beitragen, das Erkrankungsrisiko für Frauen besser ein-
schätzen zu können, einen aggressiven Tumor mit schlechter Prognose
zu entwickeln. Ziel ist es, Risikopatienten zu identifizieren und beson-
ders solche Karzinome mit schlechter Prognose möglichst frühzeitig zu
entdecken und zu behandeln und damit Einfluss auf das Überleben zu
nehmen.
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Hintergrund Der in der Bevölkerung mit einer Allelfrequenz von 25-
32% vorkommende Wachstumshormonrezeptor-Deletion-Exon 3-
Polymorphismus (GHRd3) verfügt im Vergleich zur normalen Rezep-
torform mit Expression von Exon 3 (GHRfl) über eine erhöhte Bioakti-
vität. Die Tatsache, dass Wachstumshormon sowie Wachstumshormon-
rezeptor lokal im Brustdrüsengewebe gebildet werden und ihre Expres-
sion bei malignen Erkrankungen der Brustdrüse gesteigert ist, führt
zu der Vermutung, dass das endogene Wachstumshormon einen ähn-
lichen wachstumsfördernden Effekt über die GHRd3-Isoform auf das
Brustdrüsengewebe ausüben und somit zur Entstehung von Brustkrebs
beitragen könnte. Ziel war es, eine mögliche Assoziation des GHRd3-
Polymorphismus mit dem Auftreten von Brustkrebs zu untersuchen
und dabei eine weitere genetische Einflussgröße für die Erkrankung zu
detektieren.
Material und Methoden Es wurden 125 Probandinnen mit positiver
Brustkrebsanamnese sowie 125 Probandinnen ohne bisherige maligne
Erkrankungen und ohne Brustkrebs in der Familienanamnese als Kon-
trollkollektiv rekrutiert. Zur Bestimmung des GHRd3-Polymorphismus
wurde eine LightCycler™-PCRmit Schmelzkurvenanalyse durchgeführt.
Klinische Daten wie Alter, Erkrankungsalter, Raucheranamnese etc.
wurden mittels Fragebogen erhoben. Die Messung der IGF-1-
Serumkonzentration wurde mit AMP-IGF-I-ELISA nach standardisier-
tem Protokoll durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mit-
hilfe einer Software des Helmholtz Zentrum München, einer Software
De Finetti Generator der MEB Universität Bonn sowie mit SPSS.
Ergebnisse Die GHRd3-Allelfrequenz bei Probandinnen mit Brust-
krebs lag bei 30,4% und im Kontrollkollektiv bei 28%. 50,4% der Pro-
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bandinnen mit positiver Brustkrebsanamnese waren homozygot für den
Genotyp fl/fl, 38,4% heterozygot für fl/d3 und 11,2% homozygot für
d3/d3. In der Kontrollgruppe zeigten 52% den Genotyp fl/fl, 40% den
Genotyp fl/d3 und 8% den Genotyp d3/d3. Es wurde eine Odds Ratio
für Brustkrebs von Trägern mindestens eines GHRd3-Allels im Ver-
gleich zu Trägern ohne GHRd3-Allel von 1,066 (95%-KI 0,649-1,75;
p=0,80) errechnet. Probandinnen mit Brustkrebs und Kontrollen un-
terschieden sich im Hinblick auf die mittlere IGF-1-Serumkonzentration
(p=0,26), dem BMI (P=0,4) und der Einnahme von Hormonersatzthe-
rapie (p=0,41) nicht signifikant voneinander. Signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen gab es bezüglich dem Alter (p<0,001)
der Körpergröße (p=0,009), dem mittleren Gewicht (p=0,019), den ge-
rauchten pack years (p=0,035) sowie der Einnahme von Kontrazepti-
va (p<0,001) und dem Vorliegen weiterer maligner Erkrankungen in
der Familie (p<0,001). Träger mindestens eines GHRd3-Allels unter-
schieden sich von Non-GHRd3-Allelträgern nicht signifikant bezüglich
dem Erkrankungsalter an Brustkrebs (p=0,53), der mittleren IGF-1-
Serumkonzentration (p=0,50), der Körpergröße (p=0,92), dem Gewicht
(p=0,09), dem BMI (p=0,27), den konsumierten pack years (p=0,51),
der Einnahme von Kontrazeptiva (p=0,12) oder Hormonersatzthera-
pie (p=0,41), und nicht in dem Vorliegen von malignen Erkrankungen
(p=0,52) bzw. von Brustkrebs in der Familie (0,85).
Schlussfolgerungen Es konnte keine statistisch signifikante Assoziati-
on zwischen dem Wachstumshormonrezeptor-Deletion-Exon 3-
Polymorphismus (GHRd3) und dem Auftreten von Brustkrebs nach-
gewiesen werden. Das Vorliegen von GHRd3 ist in dieser Studie nicht
mit einem jüngeren Erkrankungsalter assoziiert, die Anzahl homozy-
goter GHRd3-Träger mit Brustkrebs war jedoch sehr gering. Weite-
re Untersuchungen mit größeren Studienkollektiven sind erforderlich.
Die in dieser Studie gefundene Assoziation zwischen Körpergröße und
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Brustkrebs wirft Fragen bezüglich des Zusammenhangs zwischen so-
matotroper Achse, die ebenso wie Ernährungsfaktoren und genetischen
Faktoren Einfluss auf die Körpergröße bei Kindern und Erwachsenen
haben und der Entstehung von malignen Erkrankungen auf, die weite-
rer Klärung bedürfen.
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Objective The human growth hormone receptor (GHR) plays in im-
portant role in the GH signaling cascade. Two of the most common
isoforms of GHR are derived from retention (GHRfl) or from deletion
(GHRd3) of exon 3. GHRd3 is associated with a higher receptor activity
and a higher responsiveness to GH although the molecular mechanisms
are not completely explained. GH as well as GHR are locally producted
in the mammary gland acting there in an autocrine/paracrine manner.
The gene expression of both GH and GHR are increased in breast can-
cer tissue. The GHRd3-isoform might have a growth supporting effect
in breast tissue due increased receptor function and thus contribute to
the development of breast cancer. Therefore the aim of the study was
to investigate a potential association between GHRd3 with the deve-
lopment of breast cancer.
Methods 125 woman with breast cancer and 125 controls without
any previous malignant disease and without familial breast cancer we-
re recruited. The GHRd3 polymorphism was genotyped by performing
a Light Cycler™PCR and subsequent melting curve analysis. IGF-1
serum concentrations were measured by AMP-IGF-I-ELISA and ana-
lysed by GHRd3/fl genotypes. Clinical data as age, age of onset in
case of breast cancer, smoking behavior, using of oral contraceptives or
hormone replacement therapy were collected by questionnaire.
Results The GHRd3 allele frequency was 30,4% in cases and 28% in
controls. The odds ratio (OR) of breast cancer was 1,066 (95% CI 0,649-
1,75; p=0,80) for patients carrying at least one GHRd3 allele compared
with patients carrying just GHRfl. IGF-1 serum concentrations did not
differ between cases and controls (p=0,26) neither between patients
carrying one or two GHRd3-allels compared with patients with the
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full-length receptor (p=0.50). Cases and controls showed no statisti-
cal differences in BMI (P=0,4) nor in the use of hormone-replacement
therapy (p=0,41) but in mean age (p<0,001) body height (p=0,009),
weight (p=0,019), consumed pack years (p=0,035) and in the use of
hormonal contraception (p<0,001). Age of disease onset did not differ
between GHRd3-allele carriers and noncarriers (p=0.53).
Conclusion No significant association was found between GHRd3 po-
lymorphism and breast cancer. The GHRd3 allele was not associate
with a younger age of disease onset but the number of homozygous
GHRd3 allele carriers was very low in this study so further studies
with a greater study population are required to confirm these results.
Interestingly a positive association between body length and breast
cancer was found which leads to new questions how the somatotropic
axis which influences body length in children as well as in adults is
connected to the development of malignant diseases.
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AGA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . appropriate for gestational age
AS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Aminosäure/n
Bp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Basenpaare
BRCA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .breast cancer
C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Celsius
cAMP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . komplementäre Desoxyribonucleinsäure
COS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Cercopithecus aethiops origin defective SV-40
DNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Desoxyribonukleinsäure
d3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Deletion Exon 3
ERK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . extracellular signal related kinase
fl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . full length
GH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Wachstumshormon
GH-BP. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .growth hormone binding protein
GHR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Wachstumshormonrezeptor
GHRd3 . . . . . . . . . Wachstumshormonrezeptor mit Deletion von Exon 3
GHRfl. . . . . . . . . . .Wachstumshormonrezeptor mit voller Rezeptorlänge
GHRH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Growth hormone releasing hormone
GHRIH. . . . . . . . . . . . . . . . . .Growth hormone release inhibiting hormone
GHS-R. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Wachstumshormone-Sekretagogrezeptor
hCS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .humanes Chorionsomatomammotropin
HEK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . human embryonic kidney
HET. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Hormonersatztherapie
HWE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hardy-Weinberg-Equilibrium
IGF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Insulin like growth factor
IGFBP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Insulin like growth factor binding protein
JAK2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Januskinase 2
kD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Kilodalton
kb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Kilobasen
KI . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Konfidenzintervall
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LHRE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . lactogenic hormone responsive element
MAPK. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .mitogen-activated protein kinase
mRNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .messenger RNA
MCF-7. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Michigan Cancer Foundation 7
OR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Odds Ratio
PI3K. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . phosphoinositide-3 kinase
py. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .pack years
rhGH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . rekombinantes humanes Wachstumshormon
RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Ribonukleinsäure
RR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Relatives Risiko
SD. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . standard deviation
SDS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . standard deviation score
SGA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . small for gestational age
SNP. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .single nucleotide polymorphism
STAT . . . . . . . . . . . . . . . . signal transducer and activator of transcription
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E.1 LightCycler™-Einstellungen
Nach Genes-4U für GHR fl-d3 ToolSet™:
Denaturierung:
Cycle Program Data Value
Cycles 1
Analysis Mode None
Temperature Targets Segement 1
Target Temperature (◦C) 95
Incubation time (s) 60
Temperature Transition Rate (◦/s) 20
Secondary Target Temperature (◦C) 0
Step Size (◦C) 0
Step Delay (Cycles) 0
Acquisition Mode None
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Amplifikation:
Cycle Program Data Value
Cycles 60
Analysis Mode None
Temperature Targets Segment 1 Segment 2 Segment 3
Target Temperature (◦C) 95 55 72
Incubation time (s) 5 10 10
Temperature Transition Rate (◦/s) 20 5 5
Secondary Target Temperature (◦C) 0 0 0
Step Size (◦C) 0 0 0
Step Delay (Cycles) 0 0 0
Acquisition Mode None Single None
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Schmelzkurvenanalyse:
Cycle Program Data Value
Cycles 1
Analysis Mode Melting Curves
emperature Targets Segment 1 Segment 2 Segment 3
Target Temperature (◦C) 95 40 80
Incubation time (s) 60 60 0
Temperature Transition Rate (◦/s) 20 20 0.1
Secondary Target Temperature (◦C) 0 0 0
Step Size (◦C) 0 0 0
Step Delay (Cycles) 0 0 0
Acquisition Mode None None Continuous
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Abkühlung:
Cycle Program Data Value
Cycles 1
Analysis Mode None
Temperature Targets Segement 1
Target Temperature (◦C) 40
Incubation time (s) 30
Temperature Transition Rate (◦/s) 20
Secondary Target Temperature (◦C) 0
Step Size (◦C) 0
Step Delay (Cycles) 0
Acquisition Mode None
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